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Resumen:

La produccion de toxinas a partir de animales acuaticos es una estrategia importante que
garantiza su supervivencia en un ecosistema altamente competitivo. Estos animales
producen una enorme cantidad de metabolitos, cuyas combinaciones dan como resultado
una gran variedad de estructuras quimicas. Las rayas de la familia Potamotrygonidae estan
muy extendidas por los sistemas fluviales de América del Sur que desembocan en el
Océano Atléantico. Las mantarrayas tienen de uno a cuatro aguijones venenosos en el dorso
de un apéndice caudal alargado en forma de latigo. Las espinas coOnicas de vasodentina
estan retroserradas bilateralmente (con bordes de sierra, con el cartilago cortante apuntando
en direccion opuesta al vértice de la columna). El objetivo del presente trabajo fue analizar
las caracteristicas del tegumento de Potamotrygon motoro (Chondrichthyes:
Myliobatiformes) a nivel anatémico, histolégico e histoquimico, a fin de caracterizar la
estructura del mismo y sus glandulas asociadas. EI muestreo se realizé en cercanias a la
localidad de Corrientes Capital, a orillas del Rio Parand, provincia de Corrientes, Republica
Argentina. Se colectaron un total de 7 ejemplares. Se registré la longitud hocico-cloaca de
cada ejemplar, y se realizé la toma de muestra en la zona dorsal del lomo y cola. Con los
fragmentos de tegumento de la region dorsal previamente fijados en Solucién de Bouin y
conservados en formol bufferado al 10% se procedié a la elaboracion de preparados
histoldgicos para analisis histoldgico e Inmunohistoquimico. Histoldgicamente se observé
que el tegumento se encuentra constituido por una epidermis, dermis e hipodermis. Las
células secretoras del veneno localizadas también en el epitelio de la epidermis tienen una
forma alargada y presentan vesiculas fusiformes en el interior de su citoplasma. Ademas
podemos encontrar células epiteliales no especializadas en la produccion de veneno, estas
tienen una forma redondeada y se caracterizan por ser células mucosas. Estos resultados
demuestran que en las rayas del género Potamotrygon las células y glandulas secretoras de
veneno se distribuyen por todo el epitelio de la dermis lo que demuestra que no esta
formada por una sola glandula en si. Esta distribucién celular supone una estrategia de

defensa ademas de estar relacionado con los ambientes donde habitan estos animales.



La produccidn de toxinas a partir de animales acuaticos es una estrategia importante que
garantiza su supervivencia en un ecosistema altamente competitivo. Estos animales
producen una enorme cantidad de metabolitos, cuyas combinaciones dan como resultado
una gran variedad de estructuras quimicas (Russell, 1971 ). A pesar de que se han
avanzado los estudios sobre venenos de animales terrestres, existen pocos informes
relacionados con el de los peces. En América del Sur, se ha prestado especial atencion
al veneno del pez Thalassophryne nattereri, el cual presenta varias actividades bioldgicas,

bioquimicas y farmacoldgicas caracterizadas (Lopes-Ferreira et al., 2004 ).

Las rayas de la familia Potamotrygonidae estan muy extendidas por los sistemas fluviales
de Ameérica del Sur que desembocan en el Océano Atlantico. Si bien algunos miembros de
la otra familia de rayas pueden completar todo su ciclo de vida en agua dulce ( Compagno y
Roberts, 1982, Johnson y Snelson, 1996), se considera que las mantarrayas
potamotrigénidas son el Gnico grupo de elasmobranquios que se ha desarrollado
exclusivamente en aguas dulces (Lovejoy, 1996 ). Algunas especies de Potamotrygonidae
son endémicas del medio acuatico dulce mas extremo del Brasil, del rio Parana, del rio
Tocantins y de sus afluentes, y provocan frecuentes accidentes humanos. Las mantarrayas
tienen de uno a cuatro aguijones venenosos en el dorso de un apéndice caudal alargado en
forma de latigo. Las espinas conicas de vasodentina estan retroserradas bilateralmente (con
bordes de sierra, con el cartilago cortante apuntando en direccidén opuesta al vértice de la
columna). La misma esta envuelta por una vaina tegumentaria con un surco glandular
ventrolateral que contiene glandulas venenosas a lo largo de cada borde (Halstead,
1970). La columna vertebral suele estar cubierta por una pelicula de veneno y moco.

El tegumento en la region caudal presenta células especializadas que forman capas
intermedias caracteristicas en la epidermis que rodea la cola y todo el aguijon. Las capas
epidérmicas mas externas, asi como las capas internas basales estan formadas por células
redondeadas similares a las células que componen la mayor parte de la epidermis de las
especies marinas, presentando un citoplasma lleno de granulos de secrecion (Pedrozo, et al.,
2007). Las capas especializadas son mas prominentes en la region de los surcos

ventrolaterales y, al igual que en las especies marinas, sus células se caracterizan por el



mismo tipo de vesiculas citoplasmicas fusiformes. Ademas de estas capas de células
especializadas, en la region epidérmica apical, existen grandes células secretoras en forma
de matraz que estan conectadas al exterior. Estas células secretoras también estan presentes
en la epidermis de otras partes del cuerpo de los animales, especialmente en la piel dorsal,

donde aparecen en gran numero (Pedrozo, et al., 2007).

Los venenos de animales se han vuelto invaluables como herramientas farmacoldgicas y
para el desarrollo de farmacos basados en venenos (King, 2005). Sin embargo, un desafio
importante de la linea de desarrollo de farmacos es la alta variabilidad Inter e
intraespecifica de la composicion y toxicidad del veneno. La variabilidad intraespecifica
suele ser consecuencia de rasgos individuales, patrones de distribucion geogréfica y etapa
de madurez (Charvet et al., 2002) Los cambios en el veneno de los animales impulsados
por la madurez son inducidos principalmente por variaciones en la eleccién de la presa o la
presion de la depredacion, segun el papel del veneno en la alimentacién y la defensa,
respectivamente. Los ejemplos incluyen cambios relacionados con el cambio de dieta en la
composicion del veneno de viboras y serpientes de cascabel ( Andrade y Abe, 1999 , Gibbs
et al.,, 2011 ) y la pérdida de glandulas venenosas en peces cirujanos adultos (Randall,
1961 , Smith y Wheeler, 2006 ).

Estudios respecto a la composicién y efecto del veneno se han realizado en Paratrygon
aiereba , Plesiotrygon iwamae , Potamotrygon orbignyi y Potamotrygon schroederi
(Lameiras, et al., 2019). Inclusive en la especie en estudio se han realizados analisis
comparados del grado de toxicidad en comparacion con las especies marinas (Pedrozo, et
al., 2007). Sin embargo estudios que detallen la estructura del tegumento y de las glandulas

asociadas, como asi también de la glandula del veneno son escasos.

Potamotrygon motoro es una especie de pez miliobatiforme de la familia
Potamotrygonidae. Se distribuye en las costas del rio Uruguay, rio Parana, rio Orinoco,
Venezuela, y el rio Amazonas. Poseen una forma casi circular y varian en tamafio desde un
didmetro de unos pocos decimetros, hasta la raya de rio de cola corta, de la que algunos de
sus ejemplares pueden llegar a medir 2 metros de diametro. La superficie superior esta
cubierta de denticulos (escamas con puntas como dientes). Son de color marrdn o grisaceo,

y con frecuencia tienen patrones distintivos manchados o moteados.



Por lo antes expuesto el presente estudio tuvo como objetivo analizar las caracteristicas
anatomicas tegumentarias de Potamotrygon motoro, aspectos histoldgicos y disposicion
estructural de los tipos celulares tanto en el tegumento como en la glandula del veneno
asociado al aguijon. A fin de aportar informacion sobre las caracteristicas tegumentarias de
dicha especies y permitir de este modo establecer los patrones de los distintos tipos

celulares del tegumento.

Objetivo general;

- Analizar las caracteristicas del tegumento de Potamotrygon motoro (Chondrichthyes:
Myliobatiformes) a nivel anatémico, histolégico e histoquimico, a fin de caracterizar la

estructura del mismo y sus glandulas asociadas.

Objetivos particulares;

- Caracterizar el tegumento a partir del analisis histolégico y la marcacion de las células por
técnicas histoquimicas, a fin de estudiar su distribucién y composicién de la secrecion para

el caso de las células glandulares.

- Caracterizar las glandulas asociadas al aguijon desde un punto de vista histoquimico a fin

de establecer la composicion y funcionalidad de la misma.

- Analizar el perfil microbiolégico asociado a las secreciones mucosas del tegumento de

Potamotrygon motoro.

- Caracterizar el contenido quimico de la glandula del veneno de Potamotrygon motoro.



Obtencion del material: El muestreo se realizé en cercanias a la localidad de Corrientes
Capital, a orillas del Rio Parand, provincia de Corrientes, Republica Argentina. Se
colectaron un total de 7 ejemplares. Se sigui6 las normas bioéticas nacionales-Disposicion
ANMAT 5330/97- e internacionales GLP (Good Laboratory Practices), para el uso de
animales de experimentacion, contando con los protocolos y con la aprobacion del
CICUAL de la Facultad de Ciencia Veterinarias UNNE.

Los muéstreos se realizaron 2 veces por estacién para poder contar con el nimero de
ejemplares propuestos. Los mismos fueron muestreados a partir de pesca directa o redes de

malla.

Analisis de los individuos: Se registro la longitud hocico-cloaca de cada ejemplar con
calibre de 0.01 mm. Para el analisis macroscopico del sistema tegumentario, se realizo la
biopsia de cada ejemplar bajo lupa estereoscopica; y se aislaron fragmentos del tegumento

del dorso y cola del animal.

Los fragmentos de tegumento de la zona dorsal fueron fijados en Solucién de Bouin y
conservados en formol bufferado al 10%. Los fragmentos fueron observados bajo lupa
estereoscopica y microscopio electronico de barrido (MEB). La preparacion de los
ejemplares para MEB se realiz6 siguiendo el protocolo estandarizado de deshidratacion en
soluciones de concentracion creciente de Acetona (12.5, 25, 50, 75, 100%), secado a punto
critico y metalizado con oro. Las observaciones fueron realizadas en un Microscopio JEOL
JSM-5800 LV perteneciente al Servicio de Microscopia Electronica de Barrido de la

Secretaria General de Ciencia 'y Técnica de la Universidad Nacional del Nordeste (UNNE).

Analisis histoldgico:

Las muestras fueron tomadas en la Catedra de Histologia y Embriologia de la Facultad de
Ciencias Veterinarias. Se utilizé un saca bocado, para colectar 4 fragmentos de la regién
dorsal del tegumento, previa anestesia con Lidocaina al 2%, las mismas fueron colocadas
en casetes individuales, fijados en Solucién de Bouin y conservados en formol bufferado al
10%. De esta manera se procedio a la elaboracion de preparados histoldgicos siguiendo las

técnicas convencionales de deshidratacidn, inclusion en parafina y coloracién. La



deshidratacion se realiz6 en concentraciones crecientes de alcohol etilico (70, 80 y 96%) y
alcohol butilico 100% durante 45 minutos. Se realizo la inclusion en butilo parafina (50% y
50%) durante 12 hs. y 3 barios de parafina de 2 hs. cada uno. Finalmente se confeccionaran
tacos y se orientaron las muestras para la obtencién de secciones transversales o
longitudinales de 5 a 7 mieras. Estas fueron obtenidas con Micrétomo Rotatorio tipo
Spencer manual. Las muestras fueron coloreadas con Hematoxilina-Eosina y de esta
manera se analizaron las estructuras celulares y glandulares presentes en el tegumento de
Potamotrygon motoro, con Tricromica de Mallory a fin de poner de manifiesto la presencia
de las fibras de coladgeno y su distribucién en el tegumento de la especie en estudio y
reaccion histoquimica de PAS y Alcian Blue-PAS para detectar positividad de dichas
glandulas y analizar la naturaleza quimica de sus componentes. Las imagenes fueron
capturadas mediante el uso de microscopio, modelo DC-180 de Leica y un sistema de
captura de imagenes soportado por el programa IM50 de Leica. La camara se encuentra
acoplada a un microscopio trinocular modelo DMLS de Leica Inc. 86.

Analisis Inmunohistoquimico:

Se revel6 la expresion del antigeno de proliferacion celular PCNA con la finalidad de
detectar eventos de proliferacion celular en el tegumento. Para ello se utiliz6 como
anticuerpo primario PCNA origen conejo anti raton. Se realiz6 la permeabilizacion de las
membranas celulares por incubacion con Tritén X-100 al 1% en PBS (Phosphate Buffered
Saline) durante 5 minutos y blogueo de peroxidasas internas con H202 al 3% en PBS
durante 10 minutos. Previo a la incubacion de las muestras con el anticuerpo, se efectu6 un
bloqueo con 5% de leche descremada en PBS. Luego de lavar el anticuerpo con PBS, se
incub6 a temperatura ambiente por 10 minutos con el anticuerpo secundario biotinilado
universal de DAKO (K0679) listo para usar. Se lavo el anticuerpo secundario y se incubd
con la estreptavidina conjugada a peroxidasa de Rabano picante (HRP), lista para usar
(DAKO K0690) durante 10 minutos a temperatura ambiente. Se lavo con PBS y se reveld
la peroxidasa con el cromoégeno diaminobenzidina (DAB) de DAKO (K3468) a
temperatura ambiente durante aproximadamente 5 minutos. Se utiliz6 hematoxilina como
tincion de contraste.

Analisis del perfil microbiolégico:



A fin de conocer su microbiota natural y/o patégena, se remitio al Laboratorio de Quimica
Aplicada de FACENA muestras de la secrecion de las glandulas de veneno de
Potamotrygon motor o provenientes de 3 individuos adultos para identificacion de
microorganismos. Las mismas fueron tomadas mediante puncion aspiracién y por
hisopado. Para el momento del, transporte y preservacion de las muestras se utilizé un
medio de transporte Stuart. Luego se procedio a la siembra en los medios Agar-Sangre,
para permitir el crecimiento de todos los microorganismos con importancia y Agar Levine,
medio diferencial y selectivo para aislar y detectar enterobacterias en muestras mixtas. Se
las llevo a estufa a 37 °C. A las 24 h se visualiz6 el crecimiento de los microorganismos. Se
realizd una coloracion de Gram para observar la morfologia. Se utilizaron diferentes
pruebas para la posterior tipificacion de los microorganismos: la prueba de la catalasa, de
hemolisis, de hidrélisis de pyr, coagulasa, TSI, SIM, citrato, urea, lisina hierro agar y
también se probd la resistencia a bacitracina. Se realizd la observacion cualitativa de los
medios de cultivo.

Luego de realizar la toma de muestra el ejemplar fue liberado en el mismo lugar donde fue
capturado. A continuacion se muestra en el figura 1 los sitios donde fueron tomadas las

muestras.

Izquierda

Figura 1.

Regiones donde fue realizada la toma de
muestra.

(circulos) Analisis histologico

(flecha) Analisis microbiologico



Analisis Macroscopico:

Los ejemplares de la familia Potamotrigonidae poseen una forma casi circular y varia en
tamafio desde centimetros hasta 2 metros. Su coloracién en general en el dorso y aletas
pélvicas pueden ser gris, marron o beige, con ocelos de tamafios variables, distribuidos por
todo el disco, generalmente tricolores con una mancha central de color amarillo, un anillo
intermedio anaranjado y otro anillo negro periférico; cola generalmente con pequefias
manchas circulares, desde su base hasta el aguijon o espina caudal. Una sola hilera dorsal
de espinas puntiagudas en la cola, y de una a dos hileras de espinas laterales, desde la base
de la cola hasta el aguijon.

Lugar de .Tnvpnil n  Nnmhcp w, Spvn Longitud

procedencia Imagen de la especie Potamotrygon motoro,
Rio Parana, "vista dorsal)
ciudad de cm
Corrientes
Rio Parand, juvenil iz, maeiiu
ciudad de 14 cm
Corrientes




Rio Parand, juvenil M3 hembra
ciudad de 12cm
Corrientes
Rio Parana, adulto M3 hembra
ciudad de 48 cm
Corrientes
Rio Parana, adulto M5 macho
ciudad de 35cm
Corrientes
Rio Parana, Juvenil M6 macho
ciudad de 20cm
Corrientes
Rio Parana, adulto M7 hembra
ciudad de 30cm
Corrientes

Tabla 1: Analisis Biométricos

Analisis Microscopio Electrénico de Barrido

Se observa que el tegumento esta conformado por un tipo de escamas de forma poligonal
denominas placoides, estas solo se pueden observar en rayas y tiburones, estructuralmente
formada por dentina como los dientes de los vertebrados, las mismas son todas del mismo
tamafo, y generalmente no crecen en si, sino que solo se superponen unas con otras (Fig.2
A). Este tipo de escama le da una textura rugosa a la piel y ayuda a su deslizamiento normal
sobre lugares duros como ser la arena o piedras. Microscépicamente se observan
numerosos orificios o también denominadas poros, los cuales son los espacios por donde se
secreta el contenido de las células productoras del veneno y otras glandulas asociadas
(Fig.2 B, C, D). En las muestras tomadas de la region de la cola se pueden observar unas
hileras de espinas de distintos tamafios (Fig.2 E), y més hacia la region caudal de la cola
podemos encontrar el aguijon (vulgarmente conocido con el nombre de chuza), el mismo

tienen una longitud de hasta 8 cm por un didmetro menos a 4mm, su punta es afilada y en



sus bordes laterales se pueden observar la presencia de serraciones, la misma actuaria como

instrumento de lesion al momento en el que animal reaccione por temor o defensa (Fig.2

F).

Fig.2 Imagenes Tomadas con Microscopio Electrénico de Barrido

Fig 2.A: Imagen tomada con MEB. en la cual se puede observar las escamas de tipo placoidea.

Fig 2.B: Imagen tomada con MEB. se observa la presencia de poros en el tegumento de Potamotrygon
motora.

Fig 2.Cy D: Imagen tomada con MEB. se observa un poro con mayor aumento.

Fig 2.E: Imagen tomada con MEB. en la cual se puede observar la presencia de una espina en la cola de

Potamotrygon motora.
Fig 2.F: Imagen tomada con MEB. en la cual se puede observar una porcion del aguijon, presente en la cola
de Potamotrygon motora.

Analisis histolégico:
Histologicamente se observo que el tegumento se encuentra constituido por una epidermis,
dermis e hipodermis (Fig 3. A, B, (). La epidermis constituida de epitelio plano



estratificado no queratinizado podemos encontrar mayoritariamente células epiteliales las
cuales poseen una forma redonda y se localizan en la zona basal y apical del tegumento, en
la zona intermedia encontramos otros tipos celulares. La misma esta separada de la dermis
por una fina membrana la cual no contiene células, denominada membrana basal. La dermis
constituida principalmente por fibroblastos y fibras de tejido conectivo, la cual provee un
medio de sostén, ademas de estar muy vascularizado lo cual se determind por la presencia
de vasos sanguineos y eritrocitos nucleados. Cumple con la funcién de soporte de la piel,
ademas de aportar la nutricién necesaria a la epidermis (Fig.3 D, F). También se pudieron
observar algunas escamas, las mismas se originan en la dermis, y estan cubiertas por la
epidermis (Fig.3 E). Se continua por debajo una gran capa de musculo, la cual se evidencia
que es tejido muscular esquelético dispuesto en varias direcciones. Las células secretoras
del veneno localizadas también en el epitelio de la epidermis tienen una forma alargada y
presentan vesiculas fusiformes en el interior de su citoplasma (Fig.3 A,B,C). Estas células
se pueden encontrar a lo largo de todo el tegumento de dicha especie, pero
mayoritariamente se distribuyen en mayor cantidad cerca de la region dorsal de la cola, en
proximidades al aguijon. Ademéas podemos encontrar células epiteliales no especializadas
en la produccion de veneno (Fig.3 E,F), estas tienen una forma redondeada y se
caracterizan por ser células mucosas de un diametro promedio de 60 um, contienen muchos
granulos secretores en su citoplasma que se encargan de secretar mucus compuesto
principalmente por mucopolisacaridos el cual fue evidenciado mediante la técnica de
coloracion PAS (Fig.3 D). Otro tipo de estructura encontradas en el epitelio de estos
animales son las glandulas secretoras o también conocidas como células en botella porque
tienen una forma alargada y una conexion con el exterior del epitelio, pero en general son
glandulas grandes que contienen hialinas, con un diametro promedio de 100 um (Fig.3 G,
H, I). Este tipo celular con las demas células presentes en el tegumento forman un tipo de
secrecion que envuelve a todo el animal, protegiéndolo no solo de factores externos sino de

otros tipos de amenaza.



Figura 3: Imagenes tomadas con camara acoplada a un microscopio trinocular modelo DMLS de Leica Inc.

Fig.3 A: Seccidn transversal de tegumento donde se puede observar la epidermis (E), la dermis (D) y el tejido
muscular (T.M). Coloracién: PAS. 10X.

Fig.3 B: Seccidn transversal de tegumento donde se puede observar la epidermis (E), la dermis (D) y el tejido
muscular (T.M). Coloracién Hematoxilina/Eosina:. 10X.

Fig.3 C: Seccion transversal de tegumento donde se puede observar la epidermis (E), la dermis (D) y el tejido
muscular (T.M). Coloracién: Mallory. 10X.

Fig.3 D: Se observa en la epidermis las células epiteliales (C.E), tanto en la regién apical como en la basal,
las cuales asientan sobre una membrana basal (M.B). Coloracion: PAS. 40X

Fig.3 E: Se observa en la epidermis las células epiteliales (C.E), tanto en la region apical como en la basal.
También se observa una escama (Es), la cual se origina del tejido conectivo, y esta recubierta por el epitelio
(Ep). Coloracion: Hematoxilina/Eosina. 40X.

Fig.3 F: Se observa en la epidermis las células epiteliales (C.E), tanto en la region apical como en la basal,
las cuales asientan sobre una membrana basal (M.B). Coloracion: Mallory. 40X
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Fig.4 A: Se observan las células secretoras del veneno (C.S), en la parte media del epitelio. Células epiteliales
(C.E) y una membrana basal (M.B). Coloracion: PAS 40X.

Fig.4 B: Se observan las células secretoras del veneno (C.S), en la parte media del epitelio. Células epiteliales
(C.E). Coloracion: Hematoxilina/Eosina 40X.

Fig.4 C: Se observan las células secretoras del veneno (C.S), en la parte media del epitelio. Células epiteliales
(C.E). Coloracién: Mallory. 40X.

Fig.4 D: Se observan células mucosas (C.M), se puede ver su contenido mediante Coloracion PAS. 40X.
Fig.4 E: Se observan células mucosas (C.M). Coloracién Hematoxilina/Eosina. 40X.

Fig.4 F: Se observan células mucosas (C.M). Coloracion: Mallory. 40X.

Fig.4 G: Seccion transversal del tegumento, donde se visualizan glandulas secretoras del veneno (GS).
Coloracion: PAS. 40X.

Fig.4 H: Seccion transversal del tegumento, donde se visualizan glandulas secretoras del veneno (GS ).
Coloracion: Hematoxilina/Eosina.. 40X

Fig.4 I: Seccion transversal del tegumento, donde se visualizan glandulas secretoras del veneno (GS).
Coloracién: Mallory. 40X

Analisis del Perfil Microbioldgico:

Luego de haber realizado la toma de muestra, a las 24 horas se observo el crecimiento de
microorganismos Beta-hemoliticos (Fig.4 A), el paso siguiente fue realizar una coloracion
de Grant.

Todas las cepas fueron visualizadas con esta tincién para determinar su morfologia,

caracteristicas tintoriales y agrupacion. Se observaron bacilos Gram negativos.(F/g.-/ B)

Fig.4 A : Crecimiento de colonias bacterianas
Fig.4 B: Bacilos Gram negativos observados con microscopio electronico.



Los resultados de las pruebas de tipificacion de presentan en la tabla 2. Todas las pruebas

fueron realizadas por triplicado y utilizando tanto controles positivos como negativos.

PRUEBAS GRAM CATALASA | OXIDASA TSI SIM DNASA CITRATO LISINA COMPATIBLE CON
HIERRO
AGAR
MUESTRAS DE | BACILOS POSITIVA POSITIVA AIA NEGATIVO POSITIVO POSITIVO KIA Aeromona Spp.
TEGUMENTO GRAM POSITIVO
NEGATIVO POSITIVO

Tabla 2: resultados de a prueba de tipificacion

El género Aeromonas (aer, del griego: gas; monas, unidades; unidades productoras de gas),
de acuerdo con la edicion mas reciente del Manual de Bergey (MartinCamahan y Jospeh,
2005), pertenece a la Clase de las Gammaproteobacterias, Orden Aeromonadales, Familia
Aeromonadaceae, que en la actualidad incluye 3 géneros: Aeromonas, Oceanimonas Yy
Tulomonas (Manual de Bergey, 23d.). Estos microorganismos Se caracterizan por ser
bacilos Gram negativos, oxidasa y catalasa generalmente positivos, capaces de degradar
nitratos a nitritos, fermentadores de la glucosa y mayoritariamente resistentes al factor

vibriostatico 0/129 (2,4-Diamino-6,7- diisopropilpteridina fosfato).




Anélisis Inmunohistoquimico:

Se pudo inmunodetectar la proliferacion de las células presentes en el epitelio, tanto células
productoras del veneno, como células mucosas, dicho evento se evidencié a partir de la
inmunodeteccidn positiva de la proteina de proliferacion celular PCNA en los nucleos de
dichas células (Fig. 5 B, C)

El mayor nimero de células positivas se vio en el estrato basal de la epidermis; ya que la
zona apical es donde se produce el continuo recambio celular (Fig.5 A).

El control negativo no dio inmunodetecion positiva en ningun tipo celular.

Fig. 5 Imagenes tomadas con camara acoplada a un microscopio trinocular modelo DMLS de Leica Inc. 86

Fig.5 A: Seccidn transversal del tegumento, la flecha marca las células proliferativas en la zona basal.
Fig.5 By C: Seccidn transversal del tegumento, la flecha marca la proliferacion de células productoras del
veneno y las células mucosas.



El presente trabajo permitié evidenciar qug Potamotrygon motora presenta un sistema
tegumentario semejante al descripto para otras especies de rayas, tanto las de agua dulce
como las de agua salada. La ubicacion y caracteristicas externas de la piel coinciden con
lo descripto por otros autores para las rayas de rio. (DEHGHANIc/ al.,, 2010;
PEDROSO et al., 2007). En la mayoria de los casos constituido por una epidermis, dermis
e hipodermis. En la epidermis podemos encontrar mayoritariamente células epiteliales y
otros tipos celulares como las células mucosas y las células glandulares tal como se
describen en el presente trabajo.

Estos resultados demuestran que en las rayas del género Potamotrygon las células y
glandulas secretoras de veneno se distribuyen por todo el epitelio de la epidermis lo que
demuestra que no existe una sola glandula como en serpientes. Esta distribucion celular
supone una estrategia de defensa ademas de estar relacionado con los ambientes donde
habitan estos animales.

Con respecto al analisis del perfil microbiologico podemos decir g las bacterias del género
Aeromonas son consideradas autdctonas del medio acuatico y han sido aisladas de rios,
lagos, agua de mar, agua potable y aguas residuales tratadas y no tratadas. Ademas,
Aeromonas se encuentra ampliamente distribuida en el ambiente, pudiendo recuperarse en
animales, principalmente peces (sanos o enfermos), siendo capaces de producir grandes
epidemias en piscifactorias y en consecuencia son responsables de producir grandes
pérdidas econdmicas en acuicultura.

Existen varios estudios que han detectado altas concentraciones de Aeromonas, tanto aguas
residuales tratadas y no tratadas, y que consideran que esta es la posible via de
diseminacion de estos microorganismos a diversos tipos de alimentos, como por ejemplo
verduras, peces y mariscos, destinados al consumo humano (Ginestrea, M. et al 2005).
Debido a que algunos de estos son consumidos principalmente crudos o escasamente
cocidos, la presencia de estas bacterias, potencialmente patdgenas, podria tener impacto en
la salud publica, lo que hace necesario la rapida y correcta deteccion e identificacion de esta

bacteria.



Ademas este estudio permitira realizar un analisis comparativo con ejemplares de diferentes
edades y de otras especies, ya que segun la bibliografia consultada este patrén tegumentario
se repite en todas las especies de rayas y mantarrayas, a su vez se podra determinar las

caracteristicas quimicas del veneno, y como actua a nivel muscular y sistémico.

Conclusiones:

En base a lo expuesto, se pudo cumplir mayoritariamente con todos los objetivos
propuestos en el plan de trabajo.

De los objetivos antes mencionados se logro caracterizar a todas las células presentes en el
tegumento de Potamotrygon motoro, también el tipo de secrecion que producen mediante
técnicas histoquimicas, y de esta manera determinar que su tegumento esta formado por
distintos tipos de células especiales y no por una Unica glandula en si con capacidad de
producir el veneno.

Una de las dificultades encontradas fueron los retrasos en conseguir la muestra, y al
momento de obtenerla no poder transportarla hasta el laboratorio, ya que algunos animales
tenian un tamafio de mediano a grande, a la vez considerando el peso de los mismos. De
esta manera la captura al azar dificulto la toma de muestra, ya que era mucho mas facil

trabajar con animales de tamario pequefio.
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