MORFOLOGIA DE LA GLANDULA DEL CLASPER DE

Potamotrygon magdalenae (ELASMOBRANCHII: POTAMOTRYGONIDAE)

YENITH PAOLA ANAYA LOPEZ

UNIVERSIDAD INDUSTRIAL DE SANTANDER
FACULTAD DE CIENCIAS
ESCUELA DE BIOLOGIA

BUCARAMANGA

2016



MORFOLOGIA DE LA GLANDULA DEL CLASPER DE

Potamotrygon magdalenae (ELASMOBRANCHII: POTAMOTRYGONIDAE)

YENITH PAOLA ANAYA LOPEZ

TRABAJO DE GRADO COMO REQUISITO PARA OPTAR POR EL TITULO DE
BIOLOGA

DIRECTORA:
MARTHA PATRICIA RAMIREZ PINILLA

PhD.

UNIVERSIDAD INDUSTRIAL DE SANTANDER
FACULTAD DE CIENCIAS
ESCUELA DE BIOLOGIA

BUCARAMANGA

2016



A Duloy por la vida y las grandesy bendicioney en mi camino:

A miy padaesy por guiarme, apoyarme en todloy mis proyectos e leas, por
Loy valores gue me inewdearon y por ser el mejor ejemplo de amor, caruino-
Y persenveroncia en mi vioa

A miy hermanos por sw amor, locra y apoyo- incondicional.

A toda mi famidia, mis enfrenadores, amigosy Yy compaireros gue han
hecho de esta efapa inolvidable y me han brindado wna mano y v

oSO funto- o S mejor sonarisar en todlo- momento-



AGRADECIMIENTOS

A Maria Fernanda Calvo y Heriberto Barbosa Moyano por su gran apoyo en la
realizacion y edicion de este proyecto. A Sergio Antonio Lizcano por las fotos
brindadas y la ayuda en la colecta de los individuos. A todos y cada uno de los
profesores que participaron en mi formacién académica, especialmente a Martha
Patricia Ramirez por permitirme aprender en su laboratorio y a Victor Hugo

Serrano por su amable colaboracion.



TABLA DE CONTENIDO

Pag.

11 0T [Tl ox o] o 11
1. MaArCO TEOFICO. . ... e e ae e 13
2. Materiales Yy MEtOdOS. ......ooviiii s 16
2.1. Colecta de ejemplares y area de muestreo...............ccoviiiiiiiieiiiinnnnn. 16
2.2.  Analisis microscOpICO Y MAaCIOSCOPICO. ... ..uueeeit ittt a e e eaeees 16
2.3. Andlisis de datos mOrfOmMEtriCoS. ........c.ovvviiii e, 17
3. ResSUadOS. ... 19
3.1. Anatomia microscopiCa y MaCrOSCOPICA. ... .uuuuiueninieieieaiaiieaeaeaaaaaaanans 19
3.2. Desarrollo morfolégico de la glandula de clasper y caracterizacion
histoquimica de SU SECIeCION.........c.cuiiiiiii e, 27

3.3.  Analisis MOfOMELriCOS. .......oiiii e 34
4. IS CUSION. ... 36
5. CONCIUSIONES. ... .t 42
Bibliografia...... oo 43



LISTA DE FIGURAS
Pag.

Figura 1. Esquema de la region pélvica de un macho adulto de Potamotrygon
magdalenae. En el clasper derecho, se muestra la estructura interna de
la glandula del clasper en su relacién con el clasper y la disposicion de
cada una de las partes que lo conforman.............c.cooeiiiiiiiiiininn. 20

Figura 2. Potamotrygon magdalenae, vista ventral de un individuo macho
reproductivamente activo...........coooviiiiiiiiiii e 21

Figura 3. Corte histologico trasversal de la glandula del clasper de un individuo
maduro y sexualmente activo de Potamotrygon magdalenae, coloracion
CON H-E o s 22

Figura 4. Corte longitudinal de la glandula del clasper de un individuo maduro de P.
MAGAAIENAE. ... . 23

Figura 5. Cortes trasversales de la region apical de las glandulas del clasper de un
individuo macho maduro en reposo de P. magdalenae.................... 24

Figura 6. Esquema de la glandula del clasper de un individuo maduro de P.
magdalenae con sus respectivas partes.........c.ooveveevieiieieeieiiennannnn. 25

Figura 7. Unidades glandulares de la glandula del clasper en machos adultos de
Potamotrygon magdalenae..............ccooiiiiiiiiiii e, 27

Figura 8. Cortes trasversales de la base del clasper de un embrién de P.
magdalenae, las imagenes pertenecen al estadio mas tardio de los
embriones Capturados. ... ..o 29

Figura 9. Cortes trasversales de glandulas de clasper en individuos inmaduros (a,
cye)yen maduracién (b, dyf)de P. magdalenae........................ 32

Figura 10. Cortes trasversales de la glandula del clasper de un macho maduro
activo de P. magdalenae. Tincion PAS (a, by c) y azul de Alcian (d).. 34

Figura 11. Gréfico representativo del analisis de covarianza........................... 36



RESUMEN

TITULO: Morfologia de las glandulas del clasper en Potamotrygon magdalenae
(Elasmobranchii: Potamotrygonidae).

AUTOR: Yenith Paola Anaya Lopez**

PALABRAS CLAVES: Actividad secretora, clasper, glandula del clasper,
histologia, Potamotrygonidae.

DESCRIPCION:

Se determiné la morfologia externa e interna de las glandulas de clasper y su relacién con
la adquisicion de madurez reproductiva en una serie de individuos machos de diferentes
estadios (embriones, neonatos, juveniles y adultos activos y en reposo reproductivo)
(n=35) de Potamotrygon magdalenae. Las glandulas se encuentran como masas
glandulares subdérmicas en la base proximal de cada clasper. Son érganos semi-
bilobulados con una ranura ventral que posee una fila de papilas. Las glandulas tienden a
ser asimétricas; las izquierdas presentan un mayor tamafio y desarrollo, tendencia
observada en otros 6rganos de elasmobranquios. Histol6gicamente estan conformadas de
unidades glandulares tubulares con epitelio cilindrico simple, con nlcleos basales y
citoplasma eosindfilo granular; la lamina basal esta conformada por tejido conjuntivo laxo
con fibras y fibroblastos, la glandula se encuentra cubierta por dos capas de tejido
muscular estriado de disposicion circular y longitudinal. La secrecion de estas glandulas
es asincrénica y de tipo holocrina, la reaccion PAS+/AB+ sugiere la secrecién de
glicoproteinas y mucopolisacéridos acidos sulfatados. Las glandulas se empiezan a
desarrollar en los neonatos y en estadios juveniles empieza la actividad secretora, siendo
maxima en los adultos reproductivos y en reposo. El tamafio de las glandulas presenta
una relacion positiva y directa con el tamafio del disco, medida del tamafio corporal de los
individuos. Se encontraron diferencias significativas entre los tamafios de las glandulas de
los individuos adultos y los tres estados restantes, indicando que la adquisicion de la
madurez sexual implica un aumento en el tamafio de las glandulas por su gran actividad
secretora. Por lo tanto, estas glandulas deben tener un control endocrino y una funcion
claramente asociados con la actividad reproductiva de los machos.

* Proyecto de grado.

** Facultad de Ciencias. Escuela de Biologia. Directora: Martha P. Ramirez Pinilla, PhD.



ABSTRACT

TITLE: Clasper gland morphology of Potamotrygon magdalenae (Elasmobranchii:

Potamotrygonidae)

AUTHOR: Yenith Paola Anaya LOpez**

KEY WORDS: Clasper, clasper gland, histology, Potamotrygonidae, secretory
activity.

DESCRIPTION:

The external and internal clasper gland morphology of Potamotrygon magdalenae was
determined and its relation with the acquisition of reproductive maturity in a number of
male individuals of different stages (embryonic, neonates, juveniles and reproductively
active and idle adults) (n=35). The glands are subdermal glandular masses in the proximal
base of each clasper. They are semi-bilobate organs with a ventral groove which has a
row of papillae. The glands tend to be asymmetric; left ones have larger sizes and
development, trend observed in other organs of elasmobranchs. Histologically, they are
formed of tubular glandular units with simple columnar epithelium, basal nuclei and
granular eosinophilic cytoplasm; the basal lamina is made up of loose connective tissue
fibers and fibroblasts, the gland is covered by two layers of striated muscle tissue in
circular and longitudinal arrangement. The secretion of these glands is asynchronous and
of holocrine type, PAS+/AB+ secretion reaction suggests the presence of glycoproteins
and sulfated acid mucopolysaccharides. The glands begin to develop in neonates and in
juveniles their secretory activity. The size of the glands has a positive and direct
relationship with the disk size, measurement of the animal’s body size. Significant
differences in the sizes of the glands between mature males and the remaining three
reproductive states were found, suggesting that the acquisition of the sexual maturity
implies the increase in the size of the gland due to its high secretory activity. Therefore,
these glands should have an endocrine control and function clearly associated with the
reproductive activity of males.

* Degree Work.
** Science Faculty. Department of Biology. Director: Martha P. Ramirez Pinilla, PhD.
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INTRODUCCION

Potamotrygon magdalenae es una raya endémica del rio Magdalena, sus
afluentes, el rio Atrato y San Jorge (Charvet et al., 2005, Ramos & Grijalba 2011,
Lasso et al., 2014). Se encuentra en la categoria de “casi amenazada” a nivel
global y nacional (Araujo et al., 2009; Mojica et al., 2012). Esta categoria esta
relacionada con la pesca accidental, la gran contaminacion de sus habitats y el
comercio ilegal (Ramos & Grijalba 2011), ya que esta especie de raya es la de

mayor demanda como pez ornamental (Perdomo-Nufiez, 2005).

Como todos los elasmobranquios, los machos de P. magdalenae presentan
claspers, que son aletas pélvicas modificadas (Friedman, 1935), y hacia la base
de cada clasper se encuentra la glandula del clasper. La glandula es una
estructura implicada en la reproduccién, los fluidos alli secretados se transportan
hacia los claspers y por medio de su ranura, se expulsan durante la copula
(Friedman, 1935; Piercy et al., 2006). No hay descripciones detalladas del
desarrollo, la morfologia y morfometria para las glandulas de clasper en las rayas
de esta familia, ademas, la funcion especifica de la secrecién aun no se conoce
(Hamlett, 2005).

Pocos estudios se han llevado a cabo en las glandulas del clasper de batoideos,
algunos han sido realizados en rayas como Dasyatis sabina, Urobatis jamaicensis
y Raja circularis (Leigh-Sharpe, 1926; LaMarca, 1964; Piercy et al., 2006). Los
estudios bioguimicos han revelado ciertos componentes proteicos y aminocidicos
que dan una idea de la funcion de la secrecién formada en la glandula del clasper
de estos elasmobranquios (Hamlett, 2005; Piercy et al., 2006).

En esta investigacién, por medio de técnicas histoldgicas, histoquimicas y

morfométricas, se responden preguntas como, ¢(Cémo es la morfologia e

histologia de la glandula de clasper en esta especie?, ¢Cual es la naturaleza

quimica de los fluidos secretados?, ¢ El tamafio de la glandula y la produccion de

fluidos se relaciona con el estado reproductivo de los organismos al momento de
11



la captura? y ¢Como es su desarrollo desde estadios embrionarios hasta adultos
maduros sexualmente? Por lo tanto, se brinda informacién sobre la variacién
morfologica de la glandula del clasper y su relacién con la adquisicion de madurez
sexual en una serie de individuos desde embriones hasta adultos maduros de

Potamotrygon magdalenae.
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1. MARCO TEORICO

El estudio de la biologia reproductiva en los elasmobranquios se constituye como
uno de los temas mas interesantes para el andlisis de este grupo de peces
cartilaginosos, pues estos poseen gran variedad de estrategias reproductivas que
van desde dos formas de paridad: la oviparidad (considerada como la condicion
ancestral de este grupo) (Dulvy & Reynolds, 1997) y la viviparidad, hasta
diferentes formas de nutricibn embrionaria para los grupos viviparos. Se pueden
observar la lecitotrofia, la oofagia, la histotrofia, la adelfofagia y la placentotrofia
(Wourms, 1977; Dulvy & Reynolds; 1997; Hamlett, 2005; Galindez et al., 2010).

Los elasmobranquios tienen fertilizacién interna y sus tractos reproductivos tanto
femeninos como masculinos poseen 6érganos sexuales secundarios desarrollados
y complejos, que son unicos de este grupo. Dentro de estos se destacan los
claspers, glandulas de los claspers, sifones (exclusivos en tiburones) y glandulas
oviducales (Friedman, 1935; LaMarca, 1964; Galindez et al., 2010). En ese
sentido, una de las sinapomorfias de este grupo es la presencia de un par de
organos sexuales copuladores masculinos (claspers) (Friedman, 1935; Hamlett,
2005) que se encargan del traspaso de espermatozoides por medio de su
insercién en la cloaca de la hembra (Gilbert & Heath, 1972). Los claspers se
encuentran a cada lado de las aletas pélvicas y se observan como estructuras
cilindricas y alargadas. Son en parte aletas enrolladas que forman un tubo y sus
bordes no se fusionan, dando lugar a una ranura ventral terminal que comunica
anteriormente a las glandulas del clasper, esta ranura se conoce como hipoépilo
(Friedman, 1935).

A estos Organos sexuales se encuentran asociadas unas glandulas llamadas
glandulas del clasper que secretan un liquido viscoso y blanquecino que se
adhiere al semen y estan implicadas directamente en la actividad copuladora de
los machos (LaMarca, 1964; Hamlett, 2005; Piercy et al., 2006). Estas glandulas

se ubican en la parte mas distal en un saco muscular entre el clasper y la cloaca,
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que se comunica con el apopilo (canal interior del clasper) y la respectiva ranura
del clasper por donde se transportan los fluidos que mas tarde seran excretados
(hipopilo) (Hamlett, 2005). El fluido excretado de estas glandulas se compone de
lipo, muco y glicoproteinas, y entre estas sobresalen los aminoacidos triptéfano y
tirosina de acuerdo con estudios realizados en Urobatis jamaicensis (LaMarca,
1964) y Raja eglanteria (Luer et al., 2007).

Se han propuesto hipotesis para explicar la funcion del fluido de estas glandulas,
como producto que permite la lubricacion y un medio de transporte para los
espermatozoides, control de la ereccion, activacion y suministro de nutrientes para
los espermatozoides, tapon de copula y dilatacion y preparacion de la cloaca de la
hembra para asegurar el éxito reproductivo (Leigh-Sharpe, 1926; LaMarca, 1964;
Hamlett, 2005; Piercy et al., 2006). Sin embargo, ninguna de estas hipotesis ha

sido evaluada ni tienen evidencia que las sustente.

La familia Potamotrygonidae es un grupo de rayas de agua dulce conformada por
4 géneros (Heliotrygon, Paratrygon, Plesiotrygon y Potamotrygon) y al menos 25
especies (Araujo et al., 2004; Lasso et al., 2014). Estas rayas se encuentran en las
cuencas de algunos rios de Colombia y otros rios de Sudamérica. Brasil es el pais
que cuenta con la mayor riqueza de especies de esta familia, con 17
potamotrigénidos, Colombia se encuentra en el segundo lugar con 11 especies
(Lasso et al., 2014). Estos elasmobranquios son viviparos aplacentarios y nutren
sus embriones por medio de leche uterina secretada por trofonemas (Thorsonl &
James, 1983). Pocos estudios de los tractos reproductivos de los machos se han
realizado en especies de esta familia, pero se conoce que el tracto masculino de
P. magdalenae se compone de testiculos, epididimos, ductos eferentes y
deferentes, vesiculas seminales, glandulas de Leydig, alcalinas y del clasper, los
cuales son pareados y funcionales, aunque el desarrollo de los oOrganos es
asincronico. Se encontraron dos tipos de espermatogonias primarias, una
regionalizacion interna del epididimo y espermatozeugmata, todas estas

caracteristicas que no habian sido descritas en rayas dulceacuicolas (Pedreros-
14



Sierra & Ramirez-Pinilla, 2015). Los machos son reproductivamente activos
durante todo el afio, aunque se encontraron algunos en reposo durante los meses
de temporada seca. La calcificacion de los clasper es un indicio confiable de que
el individuo ha llegado a la madurez sexual (Friedman, 1935; Hamlett, 2005;
Pedreros-Sierra & Ramirez-Pinilla, 2015). En P. magdalenae se identificaron por
medio de histologia cuatro estados reproductivos: inmaduros, en maduracion,

maduros activos y en reposo (Pedreros-Sierra & Ramirez-Pinilla, 2015).

La glandula del clasper en elasmobranquios es una estructura bilobular con una
ranura ventral que posee papilas que secretan una sustancia transportada hacia
los claspers (Friedman, 1935; Piercy et al., 2006). Segun Thorsonl & James (1983)
ésta glandula no presenta mayores variaciones morfolégicas entre especies de la
familia Potamotrygonidae, sin embargo, no hay descripciones detalladas para

rayas de la familia que puedan sustentar esta afirmacion.
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2. MATERIALES Y METODOS
2.1. Colectade ejemplares y area de muestreo

Se capturaron 32 machos cada dos meses durante un afo, desde el mes de
Agosto de 2010 a Septiembre de 2011, utilizando métodos de pesca artesanales
como la atarraya y el trasmallo; estos fueron colectados en la Ciénaga de Paredes,
Municipio de Puerto Wilches, Santander (Latitud: 7.44472, Longitud: -73.7714);
posteriormente fueron sumergidos en una dosis letal de roxicaina al 1% y fijados
en formaldehido al 10% (ver detalles en Pedreros-Sierra & Ramirez-Pinilla, 2015).
El estado reproductivo en que se encontraba cada macho y su respectiva medida
del ancho del disco se obtuvieron a partir de los datos del trabajo de Pedreros-
Sierra & Ramirez-Pinilla (2015). Actualmente estos ejemplares hacen parte de la
Coleccion Ictiolégica del Museo de Historia Natural de la Escuela de Biologia de la

Universidad Industrial de Santander.

Tres embriones fueron colectados a partir de sus madres gestantes a través de
abortos espontaneos en la Ciénaga de Paredes y la Ciénaga de Maria, ésta ultima
ubicada en el municipio de Aguachica en el departamento del Cesar (Latitud:
8.06667, Longitud: -73.7167) durante los meses de Junio y Octubre del 2015. Los
embriones se procesaron como se especificO anteriormente, dos de ellos
pertenecian al dltimo estado embrionario definido por la presencia de pequefas
manchas de pigmentacion caracteristica en la zona dorsal, una medida del ancho
del disco (AD) de 5.5 cm y 6rganos externos e internos bien formados. EI macho
restante probablemente pertenecia al estado inmediatamente anterior, con un AD
de 4.0 cm y sin coloracion alguna.

2.2. Analisis microscoépico y macroscopico

Para la extraccion de las glandulas del clasper se realizé una diseccion en la base
proximal de los claspers (izquierdo y derecho) de 32 individuos; posteriormente, se
registro la longitud y el ancho de cada una con un calibrador Dial de precision 0,02

mm.
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Se obtuvieron muestras representativas de las glandulas de machos inmaduros,
en maduracion, reproductivamente activos 'y machos adultos no
reproductivamente activos o en reposo; por otro lado, para procesar las glandulas
de los embriones (n=3), se retird el clasper completo de cada embrion, debido a su
pequefio tamafio. Las muestras de tejido fueron deshidratadas en una serie
ascendente de etanol, aclaradas en xilol e incluidas en Paraplast (Mc Cormick®),
segun Luna (1968). Se realizaron cortes trasversales de 5 a 7 um de espesor con
micrétomo rotatorio Lipshaw; estos fueron coloreados con Hematoxilina-Eosina (H-
E), &cido periddico de Schiff (PAS) y azul de Alcian (AB) para una caracterizacion
histoquimica de glicoproteinas a pH 2.5 y 1.0. Los micropreparados fueron
analizados con un microscopio Nikon H-550S® con camara incorporada Canon
EOS®. Para la descripcion y nomenclatura de la glandula del clasper de P.

magdalenae se tomé como referencia a Lacy (2005).
2.3. Analisis de datos morfométricos

Con el fin de conocer si existe simetria entre las glandulas del clasper con
referencia a la longitud y el ancho de cada glandula, se realiz6 un analisis de
modelos lineales por medio de una regresion lineal simple, entre estas variables
con los datos morfométricos tomados de los 35 individuos. Por otra parte para
analizar si el tamafio de las glandulas tiene alguna relacién con el tamafio corporal
se realizaron correlaciones lineales, teniendo en cuenta el ancho y largo de las
glandulas izquierdas y derechas como la variable dependiente y el ancho del disco
como variable independiente. Estos analisis fueron realizados en el Software
STATISTICA 7.

Para determinar si existian diferencias significativas en el tamafio de las glandulas
del clasper respecto al tamafio corporal (ancho del disco) entre los distintos
estados de desarrollo y reproductivos estudiados, se llevé a cabo un analisis de
covarianza (ANCOVA) entre el estado reproductivo (variable categorica) y el
tamafio de las glandulas (variable dependiente), utilizando el ancho del disco

como covariable. Para dicho andlisis se definieron cualitativamente los estados de
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la siguiente manera: | (embriones), Il (inmaduros o neonatos), Il (en maduracion o

juveniles), IV (maduros en reposo) y V (maduros activos).

Como andlisis adicional, para conocer si existe una relacion entre el numero de
papilas de la glandula del clasper y el ancho del disco, se realizé una correlacion
lineal simple. Ademas se llevd a cabo una ANCOVA, para saber si existe una
variacion en el numero de papilas de las glandulas en los diferentes estados

reproductivos. La covariable usada fue el tamafio corporal (diametro del disco).

Para la realizacion de estos analisis se inspeccionaron los datos morfométricos y

fueron transformados por medio de la funcion logaritmo.
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3. RESULTADOS
3.1. Anatomia microscoOpicay macroscopica

Los claspers de Potamotrygon magdalenae se encuentran en la superficie ventral
de la regién pélvica, proximos a las aletas pélvicas y la cloaca. Se observan como
dos estructuras enrolladas con una ranura lateral (Figura 1). En la base de cada
cldsper se observa una protuberancia subdérmica de masa glandular, donde se
hallan las glandulas del clasper cubiertas por un saco de tejido muscular (Figura 1
y 2). La glandula del clasper es un 6rgano parcialmente bilobulado de textura
rugosa que posee una ranura ventral longitudinal no tan profunda provista de
papilas de diferentes tamafios dispuestas en hilera (Figura 1y 2). Esta glandula es
de forma alargada en el eje longitudinal, paralela a la cloaca y al clasper. Se hace
mas estrecha en su region mas distal y en su extremo proximal al clasper se
conecta directamente con el apopilo, posteriormente con el hipdpilo y la ranura del
clasper, por donde son transportados los productos de su secrecion (Figura 1).

Figura 1. Esquema de la region pélvica de un macho adulto de Potamotrygon
magdalenae. En el clasper derecho, se muestra la estructura interna de la glandula del
clasper en su relacién con el clasper y la disposicion de cada una de las partes que lo

conforman.

Cloaca

Aleta pélvica

Ranura del clasper

" — Clasper

IZQUIERDA ‘ ‘ DERECHA
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Figura 2. Potamotrygon magdalenae, vista ventral de un individuo macho
reproductivamente activo. En detalle se observa la glandula de clasper de un individuo
adulto dentro de un saco muscular subdérmico después de realizarse un corte longitudinal
superficial de la piel en la zona proximal al clasper. C: clasper, CG: glandula del clasper,
PF: aleta pélvica. El asterisco (*) muestra la fila de papilas de la glandula. Escala de
tamafo: 4cm

La glandula del clasper se compone de unidades glandulares simples de tipo
tubular recta, dispuestas de manera radial con respecto a la ranura ventral donde
se encuentran las papilas (Figura 3). Cada unidad glandular o tubulo presenta un
epitelio cilindrico simple alto compuesto de células secretoras de nucleo basal,
aunqgue en algunos tabulos se encuentran nucleos en la porcion media y apical de
las células, el citoplasma granular es de tipo eosindfilo (Figura 4a y b); el epitelio
tiene una lamina basal subyacente debajo de la cual se encuentra tejido conjuntivo
laxo con fibras y fibroblastos (Figura 5a). El conjunto de unidades glandulares
estdn rodeadas de una capa muscular estriada interna circular y una capa

longitudinal externa organizada en fasciculos (Figura 4b).

Figura 3. Corte histoldgico trasversal de la glandula del clasper de un individuo maduro y

sexualmente activo de Potamotrygon magdalenae, coloracion con H-E. P: papila; T:

20



tubulos o unidades glandulares; M: musculo estriado en disposicion longitudinal, M*:
musculo estriado en disposicién circular; SR: borde secretor, RC: rayo de cartilago de tipo

hialino. Escala de tamafio: 1mm.

RC
M*
M
-
: 7 ' \‘
» 7 9
P -
Nsnct m*
SR f= O

Figura 4. Corte longitudinal de la glandula del clasper de un individuo maduro de P.
magdalenae. Con una linea punteada se observa un tdbulo o unidad glandular
conformada por células columnares simples y nlcleos basales y apicales (punta de
flecha). (b) Corte trasversal de la glandula de clasper en la region basal. Las unidades
glandulares se encuentran rodeadas por dos capas de tejido muscular estriado. L: lumen
del tabulo; M*: capa muscular interna de disposicion circular; M: capa muscular externa de
disposicién longitudinal que forma fasciculos; T: tibulos o unidades glandulares. Escalas

de tamafio: (a) 420um, (b) 420um.

21



Xf

SIS P TRNIE Y of
:g.»‘\}, “,..)» 0, '[( ol
. .Y’-‘{:' ; D | . 4
i
3 ¥

. 3
\\ A S' ! ,n : N
A T A
AN B We r
P Wt ool TR it
1 T b 3 \ |
(17 00+ P A\ L \§
’(‘ ¥s WA }':;::F..,..'. b :
iy f 0’1:- : \’ S
n r ; ‘
Fa { ! o ey
; J}' '.lk.. ;7 g X Oy P ,’ ;
200 1A § g
- H 1 ) r
. | 2 B R er? o
AR * Xy X
b SR S AN
X /"R A\l > N _xb't‘,",

Cada papila es una estructura circular similar a un saco que se encuentra formada
por tejido epitelial cubico estratificado (Figura 5b y c). La regién mas apical de la
papila y la glandula, hacia el exterior, esta rodeada por otra capa tejido epitelial
estratificado cubico, que entra en contacto con el saco muscular, esta region se
denomina borde secretor (Figura 5c). Al interior de cada papila llegan los granulos
de secrecion que se producen en las unidades glandulares a través de la regién
mas apical de los tibulos secretores que se conectan directamente con el saco de

la papila, formando una region colectora.

Figura 5. Cortes trasversales de la regién apical de las glandulas del clasper de un
individuo macho maduro en reposo de P. magdalenae. (a) Detalle del tejido conjuntivo
subyacente al borde secretor en la papila, con fibras y fibroblastos. (b) La papila se
observa como un saco conformado por tejido epitelial cubico estratificado y tejido
conjuntivo. En el lumen de la papila se observa el acimulo del producto de secrecion. En
el conjuntivo subyacente se aprecia la vascularizacion de la zona. (c¢) Detalle de una
papila y el borde secretor (puntas de flechas). Entre ambas estructuras se observa tejido
conjuntivo y fibras de tejido muscular estriado. Tincion hematoxilina-eosina. P: papila; BV:
vasos sanguineos; CSE: tejido epitelial cubico; M: tejido muscular estriado; S: granulos de
secrecion; CT: tejido conectivo; E; eritrocitos. Escalas de tamafio: (a) 180um y 45um, (b)
45um, (c) 180um, (d) 45um.
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En esta zona se observa un cambio en el tipo de epitelio luminal que va desde un

epitelio secretor cilindrico propio de la glandula a un epitelio escamoso simple en

la regidbn mas apical colectora (Figura 6).

Figura 6. (a) Esquema de la glandula del clasper de un individuo maduro de P.
magdalenae con sus respectivas partes. (b) Detalle de la zona de la papila, se muestran
unidades glandulares activas que estan permitiendo el paso del producto de su secrecion
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(*) al saco de la papila. T: tibulos; L: lumen del tibulo; S: secrecion; P: papila; CT: tejido
conectivo; SR: borde secretor

Tej. conectivo laxo
Unid. glandulares
Papila
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La glandula del clasper es de tipo exocrina, asincronica y mucosa,; esto ultimo ya
gue las secreciones son viscosas y contienen mucopolisacaridos y proteinas. Se
observd que la secrecibn en cada una de las unidades glandulares no es
simultanea sino que se realiza en diferentes momentos, algunas unidades se
encontraban llenas de granulos de secrecidbn mientras que otras no (Figura 7a).
También, se observo que la region colectora de algunas papilas de individuos
maduros se encontraban llenas de granulos de secrecion y con restos de nucleos
y citoplasma, lo cual sugiere la pérdida completa de la célula en el momento de la
secrecion (Figura 7b), por lo tanto la glandula del clasper es de tipo holocrino

(Figura 7c).

24



Figura 7. Unidades glandulares de la glandula del clasper en machos adultos de
Potamotrygon magdalenae (a) Se muestran diferentes tabulos secretores con abundante
secrecion luminal (*) y algunos tubulos secretores sin secrecion luminal acumulada (punta
de flecha) en la misma glandula de un macho maduro, evidenciando la asincronia en el
proceso de secrecion del 6rgano. (b) Ampliacion de la zona de la papila, las puntas de
flecha muestran el tejido epitelial cubico estratificado que bordea el lumen de la papila,
dentro del cual se observa abundante material secretor, ademéas de algunos nucleos que
se desprenden (flechas). (c) Detalle de un tbulo secretor, en el lumen de este se observa
la secrecién producida con expulsion de citoplasma y ndcleos proveniente de las células
columnares que lo conforman. T: tabulos; S: secrecién; CC: células columnares. Escalas

de tamafio: (a) 150um, (b) 150um y 12um, (c) 25um.




3.2. Desarrollo morfolégico de la glandula del cladsper y caracterizacién

histoquimica de su secrecion.

La morfologia externa de la glandula del clasper en cada estado de desarrollo y
reproductivo varié en cuanto al tamafio de las glandulas, la pigmentacién externa,

y el tamafio de las papilas.

Los claspers de los embriones en los dos estados se observan de color blanco, no
se observa un plegamiento completo de esta aleta modificada, por lo cual no es
posible hallar la ranura del clasper. Al realizar la diseccion en la base del clasper
no se pudo diferenciar el saco muscular que cubre la glandula del clasper, ni esta

misma, por lo tanto, a nivel macroscopico no se observo una glandula definida.

A nivel microscépico, se corroboré que en estos estadios la glandula no se ha
desarrollado; sin embargo, por la posicion de los rayos de espinas de cartilagos
que confieren consistencia al clasper, se puede inferir que la glandula se formaréa
en estados posteriores en la zona posterior a los rayos donde se observa una gran
cantidad de tejido conectivo de tipo mesenquimatoso con nucleos de gran tamafio
y citoplasma claro (Figura 8a). Una pequefia congregacion de nucleos se encontrd
hacia la parte mas distal de los rayos de cartilagos (Figura 8b, punta de flecha),
que podria llegar a formarse como la papila en etapas posteriores. No se hallé
algun tipo de tejido epitelial que conforme la glandula (Figura 8c), por lo tanto, en
los dos estadios embrionarios estudiados de Potamotrygon magdalenae no se ha

formado la glandula del clasper.

Figura 8. Cortes trasversales de la base del clasper de un embriéon de P. magdalenae, las
imagenes pertenecen al estadio mas tardio de los embriones capturados. (a) con una
linea punteada se delimita lo que en estadios posteriores puede formarse como glandula
del clasper. (b) la flecha muestra un conglomerado celular de células mesenquimatosas;
en esta posicién se encontrarian las papilas de la glandula del clasper. (c) detalle del
tejido conectivo mesenquimal que conforma la region del cldsper durante los estadios
embrionarios. Tincibn Hematoxilina-eosina. RC: rayos de cartilago; CT: tejido conectivo.

Escalas de tamafio: (a) 420um, (b) 180um, (c) 45um.
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En los neonatos se identificaron facilmente las glandulas del clasper a nivel
macroscopico después de un corte en la base del clasper. Las glandulas se
encuentran en un saco muscular de consistencia suave al tacto y color blanco
traslucido, ademas son alargadas en el eje longitudinal cloaca-clasper. El color de
las glandulas es blanquecino claro, aunque en la parte ventral, cerca de las
papilas, se empiezan a observar manchas de coloracién marron claro. El surco
ventral de la glandula no esta bien pronunciado, por lo tanto, ésta no se observa
como un organo bilobulado, sino como una estructura oblonga con una fila de
pequefias protuberancias blancas o papilas de igual tamafo. Se estimé un
promedio de 13 papilas en el eje longitudinal de las glandulas. Las papilas y la

glandula son pequefias en relacion al tamafio correspondiente en machos adultos.

A nivel microscopico las glandulas de estos individuos no presentan las zonas de
tubulos o unidades glandulares y capas musculares bien delimitadas como se
encuentran en estados mas avanzados (Figura 9a). Las unidades glandulares se
conforman de tejido epitelial cubico estratificado, con nucleos grandes en la
porcién media de las células (Figura 9c). No se observan granulos de secrecion en
el citoplasma epitelial, el citoplasma es de tipo granular basdfilo, ni en el lumen de
las unidades glandulares.

Las papilas no son una region bien definida y circular pero se observa la capa de
tejido epitelial cubico estratificado que las caracteriza en forma irregular, dejando
un espacio que posteriormente constituira el lumen donde se almacenaran las
secreciones producidas en los tubulos (Figura 9e). Ademas abundante tejido
conectivo se encuentra en la parte apical y mas externa de la papila, donde
posteriormente se formara el borde secretor. La caracterizacion histoquimica
demuestra que en este estadio la glandula no produce secreciones como

glicoproteinas o mucopolisacaridos acidos.

En los juveniles la glandula del clasper es de color marron mas uniforme, es mas
oblonga y la ranura ventral ain no es un surco pronunciado, por lo tanto aun se

observa como un 6rgano unilobulado. Las papilas son mas sobresalientes y

28



redondeadas respecto a las papilas de las glandulas de los neonatos, su
coloracion es blanquecina y se encuentran aproximadamente de 15 a 16 de estas

a lo largo de la glandula, de igual tamafio o poco variable entre ellas.

A nivel microscopico las glandulas de estos individuos son muy similares a las de
los neonatos. La region de las unidades tubulares que entran en contacto con la
capa de tejido muscular en disposicion circular no presenta una clara delimitacién
y hacia la parte mas externa de la glandula se pueden observar fasciculos de
musculo estriado en disposicion longitudinal (Figura 9b). Las unidades glandulares
se componen de tejido epitelial de tipo cubico estratificado con células con nicleos
basales, medios y apicales y citoplasma levemente eosindéfilo con una pequefia
cantidad de granulos de secrecion. Subyacente a este tejido se observa una
lamina de tejido conjuntivo laxo. La papila de forma mas circular que la del
neonato, presenta una capa de tejido epitelial cubico estratificado que va dando

lugar al lumen.

En la caracterizacion histoquimica en las glandulas de individuos en maduracién o
juveniles se observo que algunas unidades glandulares, cercanas a la regiéon de la
papila, poseian unos granulos de secrecion que fueron positivos para PAS y azul
de Alcian a pH 2.5 (Figura 9d) lo que indica que estos individuos han comenzado
la produccién de secreciones glicoproteicas y de glicosaminoglicanos acidas. El
borde secretor y la papila de las glandulas de juveniles, que esta conformado por
tejido epitelial cubico estratificado, fue débilmente positivo para azul de Alcian a
pH 2.5 (Figura 9f).

Figura 9. Cortes trasversales de glandulas de clasper en individuos inmaduros (a, c y e)
y en maduracion (b, d y f) de P. magdalenae. (a) tincion hematoxilina-eosina de la
glandula de un neonato. No se observa una disposicién ordenada de las capas de este
altimo tejido. La papila es una estructura hueca irregular y los tubulos aunque no
muestran una clara disposicion radial, esta se insinta. (b) tincion PAS/AB de la glandula
de un juvenil. La reaccién de PAS fue negativa en el tejido muscular, tdbulos glandulares
y papila. (c) detalle de la region basal de la glandula del clasper, el tejido epitelial que

conforma las unidades glandulares es de tipo cubico estratificado. Tincion hematoxilina-
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eosina. (d) ampliacién de un tubulo glandular, algunos granulos de secrecién fueron
positivos para PAS (puntas de flecha) y AB (flechas). (e) detalle de la zona de la papila,
las unidades glandulares y el borde de la papila estdn formados por tejido epitelial ctbico
estratificado, en el interior de la papila no se observa aun secrecion. (f) detalle de la papila,
la tincidbn con PAS fue negativa y AB a pH 2.5 fue débilmente positivo en los bordes. T:
tubulos; M: tejido muscular de tipo longitudinal; M*: tejido muscular en disposicion
trasversal; P: papilas; RC: rayos de cartilago; CSE: tejido epitelial cubico estratificado; CT;
tejido conectivo. Escalas de tamafo: (a) 180um, (b) 420um, (c) 45um, (d) 45um, (e) 45um,
(f) 45um.
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Finalmente, a nivel macroscopico las glandulas de los machos maduros tanto
activos sexualmente como aquellos en reposo de Potamotrygon magdalenae son
parcialmente bilobuladas, el surco de la ranura ventral es pronunciado pero no
tanto para dar la apariencia de un organo completamente bilobulado. Las
glandulas presentan una coloracién de marrén claro a verde oliva. Son alargadas
en el eje longitudinal y en la ranura ventral se contaron entre 14 y 18 papilas.
Estas papilas se encuentran alineadas y se hacen mas prominentes hacia el
centro de la glandula y un poco mas pequefas hacia los extremos distal y proximal,
son de mayor tamafio con respecto a las papilas de las glandulas en los neonatos

y juveniles, ademas presentan un color grisaceo.

A nivel histoldgico las glandulas estan bien delimitadas, recubiertas de dos capas
de musculo estriado, una interna de disposicion circular y otra mas externa de
disposicion longitudinal en fasciculos (Figura 3 y 4b). Las unidades glandulares
estan bien definidas, conformadas por tejido epitelial de tipo columnar simple
(Figura 4a). Las células epiteliales tienen predominantemente nucleos basales,
pero también se encuentran en la region media y apical en algunas unidades
glandulares. Bajo la lamina basal el tejido conectivo es laxo y tiene fibroblastos de
ndcleos grandes y alargados. Las papilas son estructuras redondeadas
conformadas por tejido epitelial cubico estratificado hacia el lumen y tejido
conjuntivo laxo subyacente al epitelio. Se observaron en algunos tubulos hacia la
parte mas apical, una salida de los granulos de secrecién (Figura 6), que se
conectan con el saco formado por la papila. Cercano a la papila se encontraron
algunos vasos sanguineos conteniendo eritrocitos nucleados (Figura 5b).

Las unidades glandulares fueron fuertemente positivos para PAS, mostrando la
presencia de polisacaridos y carbohidratos en el epitelio y en algunos lumenes de
los tubulos glandulares (Figura 10a y b). A pH 2.5 las glandulas no mostraron ser
positivas para azul de Alcian. Sin embargo, a pH 1.0 fueron débilmente positivas

demostrando la presencia de mucopolisacaridos acidos sulfatados (Figura 10d).
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La porcion de la papila y el borde secretor no presentaron actividad secretora para
glicoproteinas (Figura 10c). Las capas musculares fueron PAS y AB negativas.

Figura 10. Cortes trasversales de la glandula del clasper de un macho maduro activo de
P. magdalenae. Tincion PAS (a, b y ¢) y azul de Alcian (d). (a) se observa el contraste
entre los tibulos que reaccionaron positivo ante la tincion de PAS y la porcion muscular,
la papila y el borde secretor que fueron negativos. (b) detalle de una unidad glandular, el
contenido de granulos de secrecion de las células columnares (punta de flecha) es
positivo para PAS mientras el conjuntivo es negativo. (c) detalle de la papila y el borde
secretor, este Ultimo es débilmente PAS positivo. (d) la reaccién con azul de Alcian fue
similar a PAS, la secrecion es débilmente positivo para mucopolisacaridos acidos
sulfatados. T: tubulos; M: tejido muscular estriado; P: papila; L: lumen del tubulo. Escala
de tamafios: (a) 800um, (b) 50um, (c) 180um, (d) 180um.




3.3. Andlisis morfométricos

El analisis de simetria entre las glandulas izquierda y derecha mostré6 que las
glandulas no son simétricas, las glandulas del clasper izquierdas poseen mayor
tamafo que las derechas. El ajuste entre las medidas del ancho entre las
glandulas izquierdas y derechas de los individuos evaluados da como resultado un
R? ajustado de 0.5525 y una probabilidad altamente significativa (menor a 0.05). El
analisis para el largo de las glandulas izquierdas y derechas resultd en datos
similares, hay una leve asimetria y las glandulas izquierdas presentan un mayor
tamafo, sin embargo, el coeficiente R? ajustado fue de 0.913, un valor de

correlacién positivo muy fuerte que tiende a la simetria para este parametro.

Las correlaciones lineales entre el ancho y largo de las glandulas izquierdas y
derechas y el ancho del disco demostraron una relacion significativa entre estas
variables (AD vs Longitud glandulas izquierdas: p=<0.05, R? ajustado= 0.8472; AD
vs Longitud glandulas derechas: p=<0.05, R? ajustado= 0.8711; AD vs Ancho
glandulas izquierdas: p=<0.05, R? ajustado= 0.5052; AD vs ancho glandulas
derechas: p=<0.05, R? ajustado= 0.6176). Asimismo, se encontraron diferencias
significativas entre el tamafo de las glandulas (izquierdas y derechas) y los
estados reproductivos, las glandulas de los individuos maduros activos y en
reposo fueron significativamente mas grandes que las encontradas en los

neonatos y los juveniles (Figura 11).

Figura 11. Grafico representativo del andlisis de covarianza. Se presenta una variacion
significativa en el tamafio de las glandulas y los estados reproductivos (ANCOVA F (4,
28)= 4.805, p= 0,00827, R? ajustado= 0,875), las letras diferentes sobre las barras

muestran los estados que presentaron tamafios de glandulas significativamente diferentes
(ayb).
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Por otra parte, se encontré una correlacion positiva entre en tamafio corporal de
los individuos y el nimero de papilas (R ajustado = 0,829, p <0.05). El analisis de
covarianza mostré una variacion en el numero de papilas de las glandulas de
clasper entre los estados de desarrollo, siendo significativamente mayor el nimero
de papilas en las glandulas de los adultos (F (4, 28)= 18.169, p=0,000, R2
ajustado= 0,955).
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4. DISCUSION

Los machos de Potamotrygon magdalenae poseen un par de claspers en la region
pélvica que son similares macroscopicamente a los descritos en otros
elasmobranquios (Hamlett, 2005). La ubicacion general de las glandulas del
clasper, en la base proximal del clasper, es concordante con las descritas en rayas
como Dasyatis sabina, Urobatis jamaicensis, Raja stabuliforis, Raia circularis,
Potamotrygon motoro y Potamotrygon circularis (Friedman, 1935; Leigh-Sharpe,
1926; LaMarca, 1964; Thorson, 1983; Hamlett, 2005; Piercy et al., 2006). Para las
rayas estudiadas la posicion relativa de la glandula dentro de los clasper varia; en
P. magdalenae se observé que la glandula se une en la porcion media del clasper,
lo cual indica que las secreciones alli producidas no se expulsan directamente por
la ranura del clasper en las cloacas de las hembras al momento de la cépula. Este
mecanismo de traspaso de secreciones es similar al que se da en la glandula de
Dasyatis sabina (Piercy et al., 2006), sin embargo, esto difiere de lo hallado en
Urobatis jamaicensis, ya que la glandula en esta especie si se extiende a lo largo
del clasper (LaMarca, 1964).

La glandula de clasper de Potamotrygon magdalenae es un 6rgano parcialmente
bilobulado, ya que el surco ventral donde se encuentran las papilas no es una
ranura profunda, contario a lo descrito en Raia circularis, donde el surco da la
errénea impresion de que la masa glandular esta separada en dos l6bulos (Leigh-
Sharpe, 1926).

Las glandulas izquierdas son mas amplias que las derechas, mientras que la
longitud de las glandulas tiende a ser similar. Asi la asimetria entre las glandulas
es relativa a su ancho, lo que estaria relacionado con la profundidad de las
unidades glandulares. La asimetria entre érganos pares es un fenbmeno comun
en otros organos de elasmobranquios, como ovarios, uteros y claspers izquierdos,
los que muestran un mayor desarrollo y en algunos casos son los Unicos
funcionales, ya que su homélogo derecho se encuentra atrofiado o no desempefa

su funcion de igual manera (Charvet et al., 2005; Fahy et al., 2007).
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Hay un alto grado de correlacidén entre el tamafio del disco y el tamafio de las
glandulas, lo que indica que los machos mas grandes tienen glandulas del clasper
mas grandes y ademas, se encontrd que el tamafo de las glandulas del clasper
varia significativamente entre estados. Los estadios embrionarios y juveniles
difieren de los estados de los adultos. La actividad reproductiva implica un
aumento en el tamafio de las glandulas explicado por la produccién y alta actividad
secretora, lo que sugiere que este 6rgano se comporta como un drgano sexual

secundario que responde al estimulo hormonal derivado de la actividad gonadal.

La glandula de clasper de P. magdalenae es una glandula de tipo exocrina, las
glandulas asi vierten sus secreciones a través de un conducto (Estrada & Uribe,
2002), en este caso a través del apdpilo y el hipopilo hasta la ranura del clasper. El
liquido viscoso que se produce en la glandula de P. magdalenae se expulsa por
medio de la exocitosis de gotas o granulos de secrecion con pérdida de citoplasma
y nucleos, contrario al mecanismo descrito para las glandulas del clasper en D.
sabina y U. jamaicensis; estas glandulas son merdécrinas, sus secreciones no
presentan pérdida de citoplasma. El proceso de expulsién del material secretor en
la glandula de P. magdalenae es propio de las glandulas holocrinas (Estrada &
Uribe, 2002). La glandula posee actividad secretora en todos los machos adultos,
incluyendo aquellos en reposo de la actividad reproductiva. Los machos de P.
magdalenae tienen actividad reproductiva continua casi todo el afio, sin embargo
durante el mes de minima precipitacion y aguas bajas algunos machos entran en
regresion gonadal (Pedreros-Sierra & Ramirez-Pinilla, 2015). Para estos ultimos
machos, la glandula del clasper no present6 disminucion en su actividad secretora
indicando que la glandula se mantiene activa todo el afio en relacién con la
minima estacionalidad reproductiva de esta especie. Este resultado es diferente al
encontrado para la actividad de las glandulas del clasper de la raya Atlantica (D.
sabina) que es altamente estacional. En esta especie la actividad de la glandula es

sincrénica y ocurre Unicamente en la estacion reproductiva (Piercy et al., 2006).
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La glandula del clasper de Potamotrygon magdalenae se compone de unidades
glandulares que se irradian desde la papila. La parte mas apical de las unidades
glandulares que estan activas (produciendo secreciones) se conectan con el saco
de la papila, abriéndose directamente a éste por medio de una region colectora
donde ocurre un cambio del epitelio luminal de cada unidad y pasando el producto
de su secrecion. Posteriormente el fluido es expulsado en la cloaca de la hembra
durante la copula. Este paso de material secretor es ligeramente diferente al
encontrado en D. sabina, en el que es evidente la existencia de ductos colectores
gue se encuentran dentro de una extensa matriz de tejido conectivo: estos ductos
colectores son los encargados del paso del material producido en las unidades

glandulares a la papila (Hamlett, 2005).

La literatura reporta variaciones en las papilas de las glandulas en diferentes
especies de rayas. En P. magdalenae éstas son prominentes sacos formados por
tejido epitelial estratificado que se encuentran desde neonatos hasta adultos; su
funcién es la recoleccion, el almacenamiento y la expulsion del fluido de secrecion
producido en las unidades glandulares. Al igual que en otras rayas como U.
jamaicensis, el paso de la secrecién al exterior se hace por medio de el surco de la
glandula que esta conformado por un borde de tejido epitelial cubico estratificado
secretor que se abre hacia la ranura del clasper pasando por el apopilo y el
hipopilo (Hamlett, 2005; Piercy et al., 2006). Este borde en las glandulas de P.
magdalenae resulto positivo para azul de Alcian a pH 1.0 en individuos adultos, lo

que confirma la presencia de mucopolisacaridos acidos sulfatados.

Por otra parte, los machos adultos tienen mas papilas que los otros estados
evaluados; esto puede ser explicado por la relacién directamente proporcional en
el tamafio corporal y el tamafio de la glandula. En glandulas mas grandes la
produccion de secrecion en las unidades glandulares es mas evidente y por lo
tanto un mayor numero de papilas pueden almacenar y transportar al exterior el

liquido producido.
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Los tubulos glandulares en la glandula de clasper de P. magdalenae son simples y
rectos, se encuentran formados por un epitelio columnar simple de nucleos
basales aplanados. Este tipo de epitelio es particular en tejidos glandulares
(Young et al., 2013). También el citoplasma granular eosindfilo encontrado en la
glandula de P. magdalenae es un indicador de la existencia de un pH
predominantemente basico (Trull, 2008), debido al alto contenido proteico de las
secreciones alli producidas. Histologicamente esta morfologia es similar a la de U.
jamaicensis (LaMarca, 1964) y Raja eglanteria (Luer et al., 2007). Sin embargo,
para D. sabina, el epitelio de los tdbulos glandulares es columnar
pseudoestratificado con nucleos en la parte mas ancha de las células (Hamlett,
2005).

Las glandulas del clasper de P. magdalenae al igual que en D. sabina, Urobatis
jamaicensis y Raia circularis estan rodeadas por dos capas de musculo estriado
(Leigh-Sharpe, 1926; LaMarca, 1964; Hamlett, 2005; Piercy et al., 2006). La capa
mas interna de musculo estriado es de disposicion circular y la capa mas externa
es longitudinal. Segun LaMarca la contraccion de estos musculos causa la
expulsion de las secreciones de la glandula a través de la fila de papilas, pasando
por la ranura del clasper donde se mezcla con los espermatozoides emitidos
desde la cloaca del macho (LaMarca, 1964); este sistema de expulsiéon del
producto glandular se activa al momento de la cépula cuando el macho gira su
clasper y lo posiciona para ser insertado en la cloaca de las hembras (Friedman,
1935; Hamlett, 2005; Piercy et al, 2006).

La glandula del clasper de Raia diafanes se encuentra rodeada por tres espinas o
rayos de cartilagos inervados (47, 48 y 49) (Friedman, 1935) que le brindan
consistencia al clasper; de acuerdo con esta informacién y por los cortes
trasversales realizados en las glandulas de embriones en P. magdalenae, donde
se observan de 3 a 4 rayos de cartilagos, se puede inferir que la glandula de
clasper de P. magdalenae, en posteriores estadios se formaria a partir del tejido

mesenquimal que conforma el clasper y en la posicion sefialada por una linea
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punteada en la figura 7. Esta posicion de desarrollo glandular se confirmé en los
cortes realizados a las glandulas de clasper en individuos machos neonatos,
juveniles y machos maduros, en donde también se observaron estos rayos de

cartilagos en las posiciones anteriormente nombradas, rodeando la glandula.

La tincion de &cido periddico de Schiff (PAS) y azul de Alcian (AB) fue variable en
los diferentes estados de machos de Potamotrygon magdalenae analizados; aun
no se han realizado trabajos similares con los que puedan ser comparados. Solo
se hallaron algunos granulos de secrecion PAS/AB a pH 2.5 positivos dentro de
algunos tubulos cercanos a la papila en las glandulas del clasper de individuos en
maduracion, que sugieren que esta glandula ha empezado a presentar actividad
secretora y los granulos presentes estan compuestos de mucopolisacéaridos acidos
sulfatados y carboxilicos. Ademas, el borde secretor, fue débilmente positivo para
AB, lo que indica también la presencia y el paso de mucopolisacaridos acidos por

este tejido.

En machos adultos de D. sabina segun Piercy et al (2006) se hallaron
mucosustancias en la glandula del clasper de tipo polisacaridos vy
glucosaminoglicanos siendo fuertemente positivo para PAS/AB, éste ultimo a pH
2.5. Esto difiere un poco en P. magdalenae, la tincién resultd ser fuertemente
positiva para PAS y azul de Alcian a pH 1.0, pero no a pH 2.5, en las células
columnares simples de las unidades glandulares de la glandula en machos adultos.
Lo cual evidencia la presencia de polisacaridos y mucopolisacaridos &cidos
sulfatados Unicamente. Ni la papila, ni el borde secretor fueron positivos para
alguna de estas dos pruebas histoquimicas, lo que demuestra su funcién exclusiva

de almacenamiento y paso del producto secretor.

En U. jamaicensis LaMarca (1964) encontré que la glandula del clasper de esta
especie produce glicoproteinas y fosfolipidos, lo que sugiere que estas
caracteristicas quimicas de la secrecibn pueden ser muy adecuadas para
suspension de esperma y transporte. En las secreciones de la glandula del clasper

de Raja eglanteria se hallaron carbohidratos, aminoacidos libres y acidos grasos;
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el amino&cido mas abundante fue la taurina, por lo cual, Luer et al. (2007) llegaron
a la conclusién de que la secrecion de la glandula del clasper puede servir como
sustancia nutritiva para potenciar el almacenamiento de esperma viable en la

glandula oviducal de las hembras post copula.

Friedman (1935) sugiere que la glandula de clasper es anéloga a la préstata en
mamiferos, ya que la principal funcion de esta es la formacion de proteinas e iones
gue puedan constituir y enriquecer la masa del fluido seminal (Hayward & Cunha,
2000).

Por otro lado, la presencia de glicoproteinas en las glandulas del clasper de las
rayas y en general de elasmobranquios puede ser comparada con las secreciones
producidas en la glandula bulbouretral o glandula de Cowper de mamiferos, las
cuales, segun Hart & Greenstein (1968), facilitan la coagulacién del semen que en
elasmobranquios podria ayudar a crear una capa protectora en la ranura del
clasper protegiendo asi el semen de la dilucion del agua de mar, como lo sugirié
LaMarca (1964). A pesar de que P. magdalenae es una raya dulceacuicola, las
variaciones de la caracterizacion de mucosustancias con respecto a otras
especies marinas como U. jamaicensis o tolerantes al agua dulce como D. sabina
fue muy poca y las funciones atribuidas para esta secrecién siguen en el terreno

de las hipotesis.
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5. CONCLUSIONES

Del desarrollo ontogénico de la glandula del clasper se concluye que este 6rgano
s6lo aparece en etapas posteriores al nacimiento; su actividad secretora comienza
incipientemente en individuos juveniles, y es activa completa y continuamente en

individuos adultos.

Las glandulas del clasper se hacen méas grandes con el aumento en el tamafio
corporal y son significativamente mas grandes en los machos adultos
reproductivos. La glandula del clasper es de secrecion holocrina y asincrénica; la

secrecion consiste de glicoproteinas y mucopolisacéaridos acidos sulfatados.

Se encontré un mayor tamafio en la profundidad de las glandulas izquierdas que
en las derechas. Sin embargo, ambas son funcionales. La morfologia de estas
glandulas en los individuos adultos es similar a la ya descrita para otras rayas y

elasmobranquios.
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