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Resumen

Presento una revision de los trabajos que desde mi laboratorio se han venido realizando sobre la biologia reproductiva
y la placentotrofia en varias poblaciones de lagartijas viviparas placentotroficas del género Mabuya. En este grupo la
ovogeénesis produce huevos microlecitos y en relacion a ello se encuentra la mayor complejidad placentaria conocida
hasta ahora entre Reptilia que converge en muchos aspectos morfologicos y fisioldgicos con la que se conoce en
mamiferos euterios; sin embargo, también muestra caracteristicas exclusivas muy interesantes. Esta complejidad
placentaria permite una masiva transferencia desde el oviducto materno de todos los nutrientes necesarios para el
desarrollo de los embriones durante los 9 a 10 meses que dura su gestacion. En esta revision muestro la manera
como una pregunta de investigacion inicialmente sencilla ha permitido ahondar en la biologia de este particular
clado y como las nuevas herramientas que estan ahora disponibles a las ciencias biologicas nos permitiran responder
preguntas fundamentales en un futuro proéximo.
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Reproductive biology and placentotrophy in lizards of the genus Mabuya
Abstract

I present a review of the studies that have been made from my laboratory about the reproductive biology and
placentotrophy of populations of the viviparous and placentotrophic lizards of Mabuya genus. In this group the
oogenesis produces microlecithal eggs and related to that, it is found the highest degree of placental complexity yet
known among Reptilia, which converge in several morphological and physiological aspects with those known in
eutherian mammals; however, it also shows very interesting exclusive features. This placental complexity allows
the transfer from the maternal oviduct of all the needed nutrients for embryo development during the 9 to 10 months
of gestation. In this review I demonstrate the manner in which a research question initially simple has permitted get
deeper in the biology of this particular clade and how the new tools that are now available to the biological sciences
will enable us to answer fundamental questions in the near future.
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Dentro de las varias especies en las que se han hecho estudios
desde mi laboratorio, en los ultimos 15 afios hemos estado
trabajando junto con otros investigadores y estudiantes en la
biologia reproductiva de poblaciones de la lagartija vivipara
del género Mabuya (Figura 1a). De las lagartijas presentes
en Colombia, tan so6lo dos clados distantes tienen la
viviparidad como modo de paridad (dos especies del género
Diploglossus, familia Anguidae y las poblaciones del género
Mabuya, familia Scincidae), todas las demas lagartijas son
especies oviparas. Las lagartijas del género Mabuya estaban
agrupadas para ese entonces (1998) como Mabuya mabouya,
nominacioén que se aplicaba para todas las poblaciones del
territorio continental colombiano y eran las unicas lagar-
tijas viviparas a las que teniamos relativo facil acceso. Mi
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estudiante por ese entonces, hoy profesora del Departamento
de Biologia de la Universidad Nacional de Colombia, Dra.
Adriana Jerez, se entusiasmoé con el tema y decidimos que
su trabajo de grado seria justamente analizar la morfologia
del desarrollo de las membranas extraembrionarias con base
en ejemplares de las colecciones colombianas (Jerez, 1998).
El trabajo resultd muy arduo pero gratificante, no es facil
trabajar con material no fijado para analisis histologico, asi
que muchos de los detalles morfologicos fundamentales se
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pierden. Con base en este trabajo y lo interesante que habia
resultado decidimos que el tema ameritaba continuarlo,
obtuve financiacion para realizar un proyecto de investiga-
cion colectando material de una poblacion de este grupo (en la
vereda Guadualito del municipio de Yacopi, Cundinamarca)
que la Prof. Olga Castaio del ICN me habia indicado era
suficientemente abundante para obtener varios ejemplares
para un estudio completo de su biologia reproductiva.
Desarrollamos el proyecto que nos permitié obtener machos
y hembras de esta poblacion durante un afio de visitas
periddicas a esta zona. El objetivo inicial era estudiar la dieta
y uso de microhabitat y la actividad reproductiva anual de
los machos y hembras de esta poblacion. Estos fueron dos
trabajos de grado de mis estudiantes, codirigidos por mi colega
ecdlogo Dr. Victor Hugo Serrano, y que posteriormente fueron
publicados (Ramirez-Pinilla et al., 2002; Caicedo-Portilla et
al., 2010).

Actividad reproductiva

Sorprendentemente encontramos que esta poblacion de lagar-
tijas estaba conformada por dos grupos de hembras que se
reproducian simultaneamente, las hembras primiparas que
alcanzaban el tamafio para su primera reproduccion a una
edad aproximada de 3 meses (60—74 mm longitud rostro
cloaca) y continuaban creciendo durante la gestacion, y las
hembras multiparas mayores que exhibian un crecimiento
mas limitado. La reproduccion de las hembras parecia que
era no estacional y asincronica porque teniendo una gravidez
prolongada (9-10 meses) en todos los meses se encontraban
hembras prefiadas conteniendo embriones en diferentes esta-
dos de desarrollo. Sin embargo, los nacimientos ocurrian

Biologia reproductiva de Mabuya

solamente en los meses secos del afio (enero-febrero y agosto-
septiembre) lo que sugiere que tienen un patréon bimodal de
reclutamiento de los neonatos a la poblacion (Figura 1b). Las
hembras multiparas tenian un patrén de crecimiento folicular
preovulatorio y estaban listas para la copula y un nuevo
evento reproductivo inmediatamente después del parto, un
patréon bimodal otra vez, mientras que los machos producian
espermatozoides durante todo el afio, estando disponibles a
las dos subpoblaciones de hembras permanentemente (Figura
1b, Ramirez-Pinilla et al., 2002). Esta distribucion temporal
reproductiva en las hembras resultd ser sorprendente y
muy particular. Otras poblaciones del género estudiadas en
Brasil habian demostrado ser fuertemente estacionales en su
reproduccion, teniendo solo un pico anual de reclutamiento
de neonatos (Rocha & Vrcibradic, 1999; Vrcibradic &
Rocha, 1998).

Otro hallazgo interesante en este trabajo es que el tamafio
de los ovocitos a la ovulaciéon en la poblacion de Mabuya
estudiada es de 1.5 mm de didmetro (Figura 2a), similar a
otras dos especies de Mabuya en donde se habia hecho esta
observacion unos afios antes (Vitt & Blackburn, 1983,
1991; Blackburn & Vitt, 1992). Los huevos de Reptilia
se caracterizan por ser huevos con una masiva cantidad de
yema o huevos telolecitos (del gr. telos, fin + lekithos, yema o
vitelo); sin embargo en este clado, y como una particularidad
importante asociada con la viviparidad, los huevos no
acumulan casi yema y por tanto se les ha denominado como
huevos microlecitos (con poca yema) y son, junto con los
huevos de un clado africano placentotrofico obligado, los
huevos mas pequefios conocidos entre Reptilia (Tabla 1).
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Figura 1. a. Hembra de la poblacion de Mabuya de Curiti, Santander. b. Resumen de la actividad reproductiva de la poblacion de Yacopi,
Cundinamarca. Se encuentran hembras gestantes durante todo el afio; las camaras embrionarias conteniendo los embriones mas avanzados
y de tamafio similar a los neonatos se encuentran en los meses de junio y diciembre al final de la temporada de lluvias (barras negras en
la parte superior de la grafica); los neonatos (flechas) aparecen durante las estaciones secas (barras blancas), asi mismo las hembras son
activas reproductivamente casi inmediatamente se dan los partos (signo femenino). Los machos se encuentran produciendo espermatozoides
durante todo el afo y por tanto son un recurso reproductivo permanente para las hembras (signo masculino).
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Figura 2. Observacion macroscopica de los tractos reproductivos de hembras de Mabuya en diferentes estados reproductivos. a. Hembra
reproductiva con foliculos vitelogénicos de tamaiio cercano a la ovulacion. fv, foliculos vitelogénicos. Barra = 5 mm. b. Hembra gestante
con embriones oviductales en estado de gastrula. Se observa el contenido de la cdmara embrionaria con un embriéon mostrando una gota
de grasa y el resto del contenido es acuoso producto de la hidratacion una vez se da la ovulacion. e, embridn; cl, cuerpos luteos. Barra =

1 mm. ¢. Hembra gestante con camaras embrionarias conteniendo
abdominales. Barra = 10 mm.

fetos ya pigmentados y proximos a nacer. f, fetos; cg, cuerpos grasos

Tabla 1. Tamaiio de los huevos a la ovulacion en diferentes amniotas. Se compara respecto del modo de paridad, patrén de nutricién embrionario

y longitud corporal de la madre.

Especie Modode  Patrén de nutricion embrionaria Diametro del Longitud  Fuente
paridad ovocito a la corporal de
ovulacion (mm) la hembra
Mellisuga helenae Oviparidad ~ Lecitotrofia, oviparos altriciales 6 mm 60 mm 1
Aves Parus ater Oviparidad ~ Lecitotrofia, oviparos altriciales 18 mm 110 mm 1
Struthio camelus Oviparidad ~ Lecitotrofia, oviparos precociales 220 mm 3000 mm 1
Crocodylia Caiman crocodilus Oviparidad ~ Lecitotrofia, oviparos precociales 70 mm 770 mm 2
Gonatodes albogularis Oviparidad  Lecitotrofia 6 mm 35 mm 3
Reptilia
Niveoscincus coventryi Viviparidad ~ Placentotrofia facultativa 6 mm 50 mm 4
Pseudemoia entrecasteauxii ~ Viviparidad ~ Placentotrofia obligada 6 mm 55 mm 5
Squamata
Chalcides chalcides Viviparidad ~ Placentotrofia obligada 3 mm 130 mm 6
Mabuya spp Viviparidad ~ Placentotrofia obligada 1-2 mm 80 mm 7
Eumecia anchietae Viviparidad ~ Placentotrofia obligada I mm 160 mm 8
Monotremata Ornithorhynchus anatinus Oviparidad ~ Lecitotrofia y matrotrofia postparto 11 mm 430 mm 9
Mammalia Marsupialia ~ Monodelphis domestica Viviparidad  Placentotrofia y matrotrofia postparto 0,15 mm 140 mm 10
Eutheria Homo sapiens Viviparidad Placentotrofia obligada y matrotrofia 0,15 mm 1650 mm

postparto

(1), Dike y Kaiser, 2010; (2), Guerrero et al., 2003; (3), Serrano-Cardozo et al., 2007; (4), Murphy et al., 2006; (5), Thompson et al., 2002; (6), Blackburn
y Callard, 1997; (7) Blackburn et al., 1983; Vitt y Blackburn, 1992; Hernandez-Franyutti et al., 2005; Ramirez-Pinilla, 2006; (8), Flemming y Branch,

2003; (9), Grant, 2007; (10), Selwood, 2007.

En las lagartijas de zonas estacionales ya sea en la zona
templada o en el tropico se encuentra una relacion entre la
utilizacion de los cuerpos grasos abdominales almacenados
por las hembras en periodos no reproductivos y el proceso de la
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vitelogénesis. Este proceso permite el llenado de los foliculos
ovaricos con lipoproteinas, vitelo o yema, que serviran para
la nutricion embrionaria durante el desarrollo. Teniendo
una produccion de huevos microlecitos, se observo que al
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examinar la acumulacion de cuerpos grasos abdominales en
las hembras de nuestra poblacion de Mabuya, la acumulacion
de las grasas se da durante la gestacion y su deplecion ocurre
no durante el proceso de vitelogénico como en otras especies
sino en la ultima fase de la gestacion, cuando las hembras
tienen su cavidad abdominal completamente distendida por
la presencia de entre 3 y 7 embriones en fase de crecimiento
fetal y cuando no consumen alimento (Figura 2¢, Caicedo-
Portillaetal.,2010). Porlo tanto, en esta poblacion larelacion
de reservas energéticas y la reproduccion era diferente a la
conocida para otras especies de lagartijas; la necesidad de
energia y moléculas constructoras para la reproduccion era
fundamental durante la gestacion y no durante el periodo
preovulatorio en la vitelogénesis. Esto demostraba que para
este clado viviparo, el modo de nutriciéon embrionaria no se
basaba en las reservas acumuladas en el vitelo (lecitotrofia)
sino en la transferencia maternal de los nutrientes durante
el desarrollo embrionario intrauterino (matrotrofia) a través
de las membranas extraembrionarias y la formacion de
una placenta activa en la transferencia de estos nutrientes
(placentotrofia).

Placentacion

La morfologia e histologia de las membranas extraembrio-
narias que permiten la formacion de una placenta activa
y madura habia sido estudiada con base en tejidos no
propiamente fijados para andlisis histoldgico para especies
brasilefias de Mabuya (Blackburn, 1992) y por nosotros en
el trabajo de grado mencionado previamente. Las lagartijas
de la poblacion de Yacopi colectadas para estos dos trabajos
nos dieron la oportunidad de afinar el trabajo de grado de
la por entonces Bidloga Adriana Jerez y comenzar una
nueva linea de trabajo con otra estudiante de pregrado,
utilizando esta vez tejidos especialmente fijados para trabajo
histologico (Jerez & Ramirez-Pinilla, 2001, 2003; Gémez
& Ramirez-Pinilla, 2004).

La morfologia de placenta madura de las poblaciones estu-
diadas de Mabuya demostré ser mucho mas compleja e
interesante de lo que Blackburn en sus trabajos habia sugerido.
Antes de comentar la particularidad hallada por nosotros hay
que hacer un recuento de conceptos basicos que permitiran
entender los hallazgos mencionados. La evolucion del huevo
amniota, que fue un paso fundamental en la conquista del
ambiente terrestre por parte de los vertebrados, involucra la
evolucion de cuatro membranas que se desarrollan por fuera
del cuerpo del embridn pero derivan de él, las membranas
extraembrionarias (Figura 3a). Estas se desarrollan tanto en
amniotas oviparos como en viviparos y en amniotas lecito-
troficos como placentotroficos. De ellas el corion interviene
en el intercambio de gases y agua con el ambiente, el
amnios establece un ambiente especifico para el desarrollo
embrionario, el alantoides permite el almacenamiento de
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Fig. 3. a. Membranas extraembrionarias en amniotas. a, amnios;
al, alantoides; c, corion; e, embrion; y, saco de la yema. b. En los
escamados la posicion relativa de las membranas extraembrionarias
respecto de la posicion del embrion define dos hemisferios dentro
de la camara embrionaria delimitada por el corion: En el hemisferio
embrionario (he) se ubica el embridn (e) en desarrollo envuelto en
el amnios (a); asimismo el alantoides (al) se expande por encima
de la region dorsal del embrion adosandose al corion (c). En el
hemisferio abembridnico (ha) se localiza el saco de la yema que
en reptiles lecitotroficos y placentotréficos no extremos contiene el
vitelo del que se nutrira el embrién. En Mabuya este saco de la yema
es pequeflo, no contiene yema y por el contrario aparece lleno de
material acuoso, como es observado también en mamiferos euterios.

desechos y, en los amniotas viviparos lecitotroficos, el saco
de la yema permite la transferencia de los nutrientes al
embrion a partir de la yema (Thompson et al., 2002).

En los amniotas viviparos placentotroficos (mamiferos
euterios y cinco clados de lagartijas de la familia Scincidae,
uno de ellos Mabuya) la provision de los nutrientes que es
posterior a la ovulacion ocurre a partir del oviducto materno
hacia el embridon atravesando por al menos una de estas
membranas extraembrionarias. La conjuncion de los tejidos
maternos, el oviducto, y las membranas extraembrionarias
forman lo que denominamos placenta. La placenta permite
entonces la interaccion de organos fetales (las membranas
extraembrionarias) y maternales (el oviducto) para permitir
el intercambio fisiologico.

La organizacion de las membranas extraembrionarias respecto
del oviducto materno permite definir dos tipos de placentas
en amniotas: 1) onfaloplacentas que son las derivadas de
la conjuncion del saco de la yema y el corion y se ubican
en el hemisferio abembrionico, y 2) las alantoplacentas
formadas por la conjuncion del alantoides con el corion,
y su relacion con el oviducto materno y se ubican en el
hemisferio embrionico (Figura 3b). Las onfaloplacentas son
caracteristicas de las placentas en la mayoria de los lagartos
viviparos lecitotréficos y placentotrdficos, en los mamiferos
marsupiales en donde permanecen durante la mayor parte
de su breve desarrollo embrionario, y son solo transitorias
en los lagartos viviparos placentotroficos extremos como
en Mabuya. Las alantoplacentas son caracteristicas de los
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mamiferos euterios en donde son las que permiten el masivo
intercambio de nutrientes propio de este grupo y también se
encuentran en todos los lagartos viviparos principalmente
implicadas en el intercambio gaseoso.

En Mabuya, la alantoplacenta o placenta derivada del
corioalantoides es morfoldgica y fisioldgicamente la mas
especializada placenta conocida entre Reptilia y converge en
el grado de complejidad y de placentotrofia con la conocida
en los mamiferos euterios. La placenta madura de Mabuya
tiene especializaciones morfologicas complejas exclusivas
de este clado: 1) un placentoma altamente elaborado con
una fuerte interdigitacion de los tejidos maternos y fetales,
en donde se destaca un arreglo sincitial del epitelio uterino
frente a un epitelio coridnico biestratificado especializado;
2) una zona que rodea al placentoma, denominada
paraplacentoma, delimitada por un pliegue coridnico;
3) areolas coridnicas que reciben materiales nutritivos
del epitelio uterino a partir especialmente de glandulas
endometriales, 4) placas de absorcion o areas redondeadas
y pequeiias formadas por células coridnicas hipertrofiadas
en aposicion a células epiteliales columnares secretoras del
endometrio; 5) segmentos respiratorios, o areas de atenuacion
de los epitelios del corion y endometriales de manera que los
capilares sanguineos uterinos y del corioalantoides quedan
en una muy cercana proximidad (Figura 4 a, b, c). Las cuatro
primeras especializaciones de la alantoplacenta estarian
relacionadas con el intercambio de materiales nutritivos por
procesos como la histotrofia, la quinta especializacion con
el intercambio de gases entre el embrion y el Gtero materno
(Jerez & Ramirez-Pinilla, 2001; Ramirez-Pinilla, 2010).
Cabe resaltar que ninguna placenta de mamiferos euterios
retine simultaneamente toda esta serie de especializaciones
morfologicas como las que se encuentran en Mabuya.

Ya que contdbamos con hembras prefiadas en todos los
estados de gestacion, decidimos estudiar como era el
desarrollo de esta placenta compleja y si el desarrollo de la
placentacion en este clado diferia del resto de los reptiles y
de mamiferos (Jerez & Ramirez-Pinilla, 2003). Los analisis
topoldgicos e histoldgicos de las camaras de incubacion (los
embriones en sus membranas extraembrionarias dentro del
oviducto materno) mostraron una secuencia de desarrollo
de membranas embrionarias que es compartida por todos
los amniotas y una secuencia placental similar con otros
reptiles escamados. Eso implica que el patrén de desarrollo
de las membranas extraembrionarias seria evolutivamente
conservativo; basicamente las placentas de los amniotas son
similares debido a que se constituyen por tejidos homologos.
Sin embargo, éstas han evolucionado independientemente en
multiples oportunidades siguiendo trayectorias convergentes
o paralelas (Blackburn, 1992; Stewart y Thompson, 2003).
Se encontr6é que en Mabuya la secuencia placental (placenta
bilaminar del saco de la yema, corioplacenta y alantoplacenta)

110

Rev. Acad. Colomb. Cienc. 38(Supl.):106-17, 2014

Figura 4. Camara embrionaria de Mabuya en estados avanzados
de gestacion durante la fase de crecimiento fetal. a. La fotografia
muestra el hemisferio embridnico de la camara donde se pueden
observar el placentoma (p), paraplacentoma (pp) y las placas de
absorcion (pa) de diferentes tamafos inmersas en los segmentos
respiratorios. Se ve claramente la vascularizacion oviductal
que irradia sobre el placentoma. Barra = 5 mm. b. Se observa el
hemisferio abembridnico de la camara y el feto en vista ventral. No
se distingue saco de la yema pues es muy pequefio y estd unido al
cuerpo del embrion. Se pueden distinguir claramente las placas de
absorcion derivadas del corioalantoides que rodean por completo
la camara embrionaria. c. Interpretacion grafica de la camara
embrionaria mostrando las especializaciones de la alantoplacenta.
ac, areolas corionicas, ss, segmentos respiratorios; fp, pliegue del
paraplacentoma que lo separa del resto de la camara embrionaria.

permite la absorcion de nutrientes desde el principio del
desarrollo embrionario. Esto es, la placentotrofia ocurre desde
el inicio mismo del desarrollo como asi ocurre en mamiferos
euterios, lo que indica que la placentotrofia en este clado es
extrema y obligada: todo el desarrollo embrionario depende
basicamente de la transferencia placental de nutrientes.

Ovogénesis y placentacion

Este patron de desarrollo embrionario es entonces conco-
mitante con la reducciéon en la acumulacion de vitelo en
los ovocitos y la formacién de huevos microlecitos. Por lo
tanto, la ovogénesis en este clado deberia tener cambios
fundamentales. La pregunta entonces era, ;como es la
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morfologia ovarica y el proceso de ovogénesis en Mabuya?
Nuestro trabajo entonces se enfoc6 en estudiar la ovogénesis
inicialmente en las lagartijas de nuestra poblacion de Yacopi
(Gomez & Ramirez-Pinilla, 2004). Dentro de los vertebrados
hay varios clados en donde ha evolucionado la viviparidad
y la nutriciéon embrionaria que reemplaza la lecitotrofia;
por lo tanto, hay una supresion gradual de la sintesis de
lipoproteinas de la yema en relacion con la adquisicion de
recursos alternativos de aporte nutricional al embrién en
desarrollo. Se ha observado que el grado de inhibicién del
proceso de la vitelogénesis se correlaciona directamente con
el grado de complejidad de los mecanismos de transferencia
de nutrientes desde el utero al embrion (Callard y Ho,
1987). El extremo de esta tendencia es la supresion total
de la provision de yema que se observa en los mamiferos
euterios. Nuestro trabajo demostré que la estructura ovarica
y el proceso de ovogénesis son conservados en Mabuya
respecto de los vertebrados y particularmente respecto
de los escamados. Los primeros estados del proceso de
vitelogénico se conservaban; sin embargo, la vitelogénesis
era corta sugiriendo que el proceso se truncaba, provocando
la ovulacion de huevos muy pequefios. Un hallazgo impor-
tante se relaciond con la pregunta de si los cuerpos luteos,
responsables de la secrecion de progesterona y con ello
del mantenimiento de los embriones dentro del oviducto
durante la gestacion, se mantenian durante toda la gestacion
como un recurso permanente de esta hormona o no. Los
resultados mostraron que por el contrario, los cuerpos liteos
entraban en lutedlisis (degradacion) muy temprano durante
el desarrollo de la gestacion y que por tanto el recurso de
progesterona deberia ser aportado por algin tejido extra-
luteal, posiblemente la placenta como ocurre en mamiferos.

Inferencia morfologia-funcion

Estos trabajos nos habian mostrado muy interesantes resul-
tados pero deberiamos tener una mucha mejor resolucion a
nivel histologico que nos permitiera hacer mas inferencias
de morfologia-funcién tanto para la placenta como para
el ovario en este clado. Los tejidos de las hembras de la
localidad de Yacopi también fueron fijados para trabajar con
microscopia electronica de transmision. En este campo la
experta era la profesora Gloria de Pérez. Por lo tanto, junto a
ella y un par de estudiantes de pregrado realizamos estudios
paralelos de la placenta madura y del ovario pero a nivel de
microscopia Optica de alta resolucion y de ultraestructura
en los laboratorios de la Universidad Nacional de Colombia
en Bogota. Este nivel de resolucion nos permitié afinar
sustancialmente nuestras observaciones.

Para el caso de la placenta encontramos que cada una de las
especializaciones descritas tendria funciones de absorcion
de nutrientes cada una con mecanismos particulares y
posiblemente en la sintesis de hormonas y proteinas. Asi,
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en el placentoma (Figura 5a) las caracteristicas citologicas
indican una transferencia de nutrientes a través de una
extensiva red de microvellosidades interdigitadas entre los
epitelios embrionario y uterino, en el paraplacentoma (Figura
5b) la transferencia de nutrientes pareciera centrarse en una
masiva transferencia de lipidos y de derivados de glandulas
endometriales; en las areolas corionicas (Figura Sc) el epitelio
coridénico absorbe grandes cantidades de secreciones tanto
de las glandulas endometriales como de desechos celulares
por lisis celular de algunas de las células de los epitelios
uterino y corionico; en las placas de absorcion se establece un
sistema de relacion diferente entre los epitelios materno y fetal
(Figura 5c), aca los epitelios estan firmemente adheridos y sus
apices celulares exhiben granulos electrodensos que pueden
estar relacionados con funciones autocrinas o paracrinas;
finalmente, en los segmentos respiratorios la poca distancia
interhemal entre los tejidos maternos y fetales confirmaba
su funcion en el intercambio respiratorio de gases. Asi, las
caracteristicas citologicas e histologicas nos estaban mostrando
que cada una de las especializaciones de la alantoplacenta de
Mabuya tenia una relacion diferente entre los tejidos maternos
y fetales sugiriendo diferentes mecanismos localizados de
transferencia y produccion de sustancias entre madre y feto
y posiblemente también en la otra direccion. Sin embargo,
una caracteristica comtin encontrada en toda la superficie de
la camara de incubacion fue la presencia de gotas de lipidos
en los epitelios interactuantes; esto sugiere que los lipidos
pueden ser transferidos a través de toda la alantoplacenta
independientemente de la especializacion morfologica encon-
trada, y que la transferencia placental de lipidos puede ser la
principal fuente de energia y recursos lipoprotéicos en este
clado (Ramirez-Pinilla et al., 2006).

Con base en una caracteristica morfologica interesante
hallada en el placentoma, enfocamos nuestra atencion a la
ultraestructura de esta regién que parecia la mas compleja
entre las especializaciones de la placenta de Mabuya.
Para entonces habiamos encontrado una nueva poblacion
de Mabuya que nos proveeria de mas material para poder
hacer comparaciones interpoblacionales. Esta poblacion
era de la zona del municipio de Curiti en Santander,
sustancialmente mas cerca que nuestra antigua poblacion
de Mabuya. En el placentoma de cdmaras embrionarias
con embriones avanzados algunas células corionicas que
interdigitan mediante vellosidades y microvellosidades
con el sincitio epitelial del utero invaden este sincitio
mediante prolongaciones citoplasmaticas complejas. Estas
prolongaciones entran en contacto con los capilares uterinos
mediante un sistema complejo de doble membrana que rodea
el capilar. Esta relacion cercana entre la circulacion materna
y el corion sugiere que en el placentoma se forma una
placenta endoteliocorial muy particular (Figura 6a, b). Este
descubrimiento constituye el primer ejemplo documentado
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Figura 5. Cortes histologicos de las especializaciones de la alantoplacenta en Mabuya. a. Placentoma, se observa como interdigitan
los tejidos embrionarios y maternos. cu, circulacion uterina; su, sincitio epitelial uterino; ec, epitelio coridonico. Barra = 50 pm. b. En
el paraplacentoma no se interdigitan los tejidos maternos y fetales, el paraplacentoma rodea al placentoma delimitandolo. Se observan
varias gotas de lipidos (gl) en las altamente hipertroficas células del epitelio coridnico (ec) que se adosan al epitelio uterino (eu). Se
observa tejido conjuntivo laxo del alantoides (al) y capilares alantoicos (ca) bajo el epitelio coridnico. Barra =20 um. c. En las areolas
coridnicas se observan glandulas uterinas (gu) que liberan abundante material a la concavidad formada por el epitelio coridnico (ec).
Las células del epitelio uterino (eu) se observan hipertrofiadas y pueden liberar parte de su citoplasma hacia el epitelio corionico. Barra
=45 pum. d. Las placas de absorcion son como botones de adherencia entre el epitelio uterino (eu) y el epitelio coriénico (ec) ambos
epitelios son columnares e hipertrofiados, lo que contrasta con la zona de los segmentos respiratorios donde ambos epitelios son planos.

Barra =30 pm.

de este tipo de placentacion entre Reptilia y que tampoco se
ha descrito en otro clado con placentacion compleja o con
placentotrofia (Vieira et al., 2007).

Esta importante caracteristica era compartida por las dife-
rentes poblaciones de Mabuya estudiadas. Sin embargo,
para corroborarlo buscamos tejidos placentarios de nuevas
poblaciones de Mabuya en el pais y fuera del pais para
determinar la variacion interpoblacional e interespecifica
placentaria. Aca el trabajo era comparativo y podriamos
hacerlo nuevamente con material de museos y con histotecnia
corriente. Este trabajo lo hicimos con otra estudiante de
pregrado y fue publicado (Leal & Ramirez-Pinilla, 2008).
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Se encontré que para 12 poblaciones/especies del norte de
Suramérica se conserva el patrén general de la placenta
con las mismas especializaciones de la alantoplacenta;
sin embargo, se registra una variacion morfoldgica inte-
resante. En algunas poblaciones las placas de absorcion
se encuentran altamente plegadas y delimitadas por una
especie de anillo de cierre simulando pequefios placentomas,
ademas se encontraron regiones altamente plegadas en los
segmentos respiratorios. Las dos modificaciones halladas
incrementan la superficie de relacion entre los epitelios
uterino y coridnico, sugiriendo cambios interesantes que
pueden implicar variaciones en la eficiencia de cada una de
las especializaciones de la alantoplacenta.
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Figura 6. Células coridnicas invasoras del sincitio epitelial uterino
del placentoma en Mabuya. a. Fotografia de un corte semifino de la
region del placentoma que muestra el epitelio coridnico (ec) del que
se desprenden las células invasoras (ci) que migran entre el sincitio
uterino (su) y emiten proyecciones citoplasmaticas para alcanzar los
capilares subepiteliales uterinos que derivan de la circulacion uterina
(cu) en el hemisferio embrioénico. Barra = 25 um. b. Interpretacion
grafica derivada del estudio por microscopia electronica de
transmision mostrando cémo las células invasoras (ci) emiten
proyecciones citoplasmaticas (pc) profundamente en el sincitio
epitelial uterino y de ellas se desprende una compleja red de doble
membrana (cm) que envuelve el endotelio de los vasos sanguineos
uterinos que igualmente estan inmersos dentro del sincitio.

El analisis de microscopia optica de alta resolucion y ultra-
estructural del ovario de las hembras de esta poblacion (Vieira
etal.,2010) permiti6 evidenciar que el ooplasma de los foliculos
en vitelogénesis muestra abundantes organelos membranosos
con un centro de lipoproteinas, sin embargo no se encontraron
plaquetas vitelinas organizadas como las caracteristicas de
los reptiles lecitotroficos. Por el contrario, hacia el ooplasma
medular se encontraron grandes vesiculas electrolucidas.
Esta morfologia y contenido ooplasmatico es muy similar
al encontrado en los foliculos ovaricos preovulatorios de
mamiferos marsupiales y euterios, lo que sugiere una muy
interesante convergencia evolutiva relacionada con la evo-
lucion de la placentotrofia. En mamiferos estas vesiculas han
sido consideradas como elementos residuales cuya funcion
es proveer de matriz extracelular, especialmente proteinas
estabilizantes y acido hialurénico que permiten la absorcion
de agua para la expansion del blastocisto en la primera fase
del desarrollo embrionario, y por tanto no estan relacionados
con la nutriciébn embrionaria. En Mabuya, no conocemos
el contenido de estas vesiculas y por tanto se requiere su
caracterizacion bioquimica. Sin embargo, inmediatamente
después de ocurrida la ovulacion hay un rapido incremento
en volumen del huevo debido a la absorcion de agua (Figura
3b), lo que permite que la camara embrionaria se forme y se
desarrolle la primera membrana extraembrionaria que rodea
el embrion en formacion (formando la primera placenta
en la ontogenia, la placenta bilaminar del saco de la yema).
Asi, se sugiere una funcion similar para estas vesiculas a la
demostrada para los mamiferos.

Biologia reproductiva de Mabuya

Cuantificando la transferencia placental de nutrientes
entre madre y embriones

Conociendo la morfologia se puede inferir la funcion, la
morfologia nos habia indicado que habia una gran comple-
jidad cito-histologica que convergia con la de mamiferos
euterios, los que igualmente son organismos placentotréficos
obligados. Una placentotrofia obligada implicaba que el
desarrollo embrionario en este clado se basaba en la trans-
ferencia placental de casi todas las moléculas constructoras
del cuerpo del embrion y la energia necesaria para ello. Una
cuantificacion gruesa permitia corroborar que habia una
absorcion neta de nutrientes (agua, iones: calcio, potasio,
sodio, magnesio; nitrégeno y peso seco, Figura 7 ab, y
lipidos) durante la gestacion y que la drastica reduccion en los
nutrientes de origen ovarico y asi del tamafio del huevo estaba
relacionada con una placentotrofia obligada desde los estados
de desarrollo mas temprano; por consiguiente, Mabuya se
constituia en el clado con el maximo nivel de placentotrofia
conocido entre Reptilia (Figura 7 ¢, d, Ramirez-Pinilla,
2006). La morfologia sugeria mecanismos y ya sabiamos
qué nutrientes, cudndo y en qué cantidad estaban siendo
transferidos entre la madre y los embriones en desarrollo.
Sin embargo, necesitdbamos hacer una cuantificacion mas
fina detallando por ejemplo qué lipidos estaban siendo
transferidos, si estos lipidos eran similares o no a los del
vitelo de una especie lecitotrofica, o si el ovocito contenia un
set de nutrientes diferentes a los que luego eran transferidos
a través de la placenta. Para responder a estas nuevas
preguntas fisioldgicas necesitaba de colegas especializados
y herramientas sofisticadas de cuantificacion. Por lo tanto,
aunamos esfuerzos con un estudiante de maestria, Elkin
Rueda, y el laboratorio de la Profesora Dra. Elena Stashenko.
Se miraron nuevamente el nitrogeno (como indice de
proteinas) y los iones transferidos, pero también la cantidad
de lipidos totales y sus fracciones (colesterol, vitamina E
y acidos grasos en sus mayores clases —triacilgliceroles,
fosfolipidos, colesteril ésteres, acidos grasos libres—) durante
los diferentes estados de la gestacion y en los recién nacidos
(Ramirez-Pinilla et al., 2011).

Encontramos que los huevos recientemente ovulados en
Mabuya contienen proporcionalmente mas agua que en
cualquier otro huevo reptiliano, lo que esta relacionado con la
pérdida de moléculas lecitotroficas en el huevo. Este contenido
del oocito es aun mas diluido cuando el huevo se hidrata en
el oviducto al inicio del desarrollo embrionario. El agua es
transferida entonces desde los primeros estados del desarrollo
hasta el final de la gestacion cuando esta transferencia es
maxima. Asimismo, tanto las cantidades relativas y absolutas
de iones inorganicos son reducidos en el huevo de Mabuya
respecto de otros reptiles, por lo tanto estos iones deben pasar
a través de la placenta durante la gestacion.
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Figura 7. Placentotrofia en Mabuya. a. Variacion en el peso total y peso seco durante los estados de desarrollo en la gestacion y en el neonato.
b. Variacion en el contenido de iones calcio, magnesio, potasio y sodio durante los estados de desarrollo en la gestacion y en el neonato. Ov.
ovulado: ovocito recientemente ovulado; gast.: gastrula; neu/farin.: néurula a faringula; yemas apend.: estado de desarrollo de las yemas de
los apéndices de los miembros; crec. fetal: ultimo estado de desarrollo en donde la organogénesis ha concluido y se da el crecimiento fetal.
c. Comparacion en la proporcion neonato/ovocito (indice de placentotrofia) recién ovulado en diferentes grupos de reptiles escamados,
incluyendo lagartijas oviparas y viviparas con viviparidad lecitotrofica (VL, la mayoria de las lagartijas viviparas), viviparidad placentotrofica
facultativa (VLEF, lagartijas del género Niveoscincus de Australia), viviparidad placentotrofica obligatoria (VPO, Chalcides chalcides en el
Mediterraneo y lagartijas australianas del género Pseudemoia) y en Mabuya. Los datos son tomados de Thompson et al. (2002). Aunque no
hay datos atin el clado surafricano que incluye a Eumecia anchietae'y Trachylepis ivensi podrian tener un mayor indice de placentotrofia que
Mabuya por cuanto el tamafio corporal de los neonatos al nacimiento es mayor que el tamafio promedio en las especies de Mabuya.

Igualmente se encontrd que los lipidos no son so6lo reducidos
en cantidad en el huevo microlecito de Mabuya cuando
se compara con el contenido de los huevos en clados con
menor grado de placentotrofia o con clados lecitotroficos,
sino también en el contenido relativo de las diferentes clases
de lipidos: los ovocitos de Mabuya tienen proporciones
reducidas de lipidos energéticamente ricos (triacilgliceroles) y
proporciones incrementadas de lipidos menos energéticamente
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ricos (fosfolifidos y colesteril ésteres). En ausencia de
cascara del huevo y teniendo un ooplasma pobre en iones,
las lagartijas Mabuya deben transferir casi la totalidad del
contenido idnico para el desarrollo a través de la placenta;
esta transferencia es lenta durante el desarrollo temprano y
la organogénesis y maxima al final de la gestacion cuando
se da el periodo de crecimiento fetal (Figura 7b). De manera
similar, hay una transferencia masiva de lipidos en la fase de
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crecimiento fetal; se encontrd que hay una absorcion neta de
todas las clases de lipidos analizadas pero sus proporciones
relativas varian con el avance de la gestacion. Esta variacion
refleja funciones particulares de cada una de esas clases de
lipidos durante el desarrollo embrionario.

Transportadores de nutrientes

A este momento ya teniamos una idea muy clara de que la
placentotrofia en Mabuya se daba para basicamente todas las
moléculas y que a diferencia de mamiferos en donde la fuente
energética primaria durante el desarrollo embrionario son
los carbohidratos, en Mabuya esta fuente son los lipidos, los
cuales son transferidos desde el inicio mismo del desarrollo.
Por lo tanto, a pesar de una aparente convergencia morfoldgica
y fisioldgica, los mecanismos asociados a la placentotrofia
entre estos dos clados son diferentes, demostrando una clara
evolucion independiente. La pregunta ahora era definir los
mecanismos de transporte y los transportadores empleados
para esta transferencia placental de nutrientes, como y cuando
durante el desarrollo estos nutrientes eran transferidos. La
pregunta era aun mas compleja y unimos esfuerzos con un
placentdlogo de mamiferos de la Universidad de Cambridge
(Inglaterra) que tenia experiencia en imunocitoquimica,
técnica que nos permitiria ver, utilizando moléculas conocidas
como transportadores en mamiferos, si estas se expresaban
en los tejidos placentales de Mabuya (Wooding et al.,
2011). Pudimos localizar sistemas de transferencia de calcio
(calbindinas 28kD y 9kD), glucosa (transportadores de
glucosa 1 y 8) y agua (acuaporinas 1 y 3). Los anticuerpos
localizados se encontraron en varias de las especializaciones
de la placenta madura, indicando que el transporte de esas
moléculas se da por varias vias, sin embargo ninguno de estos
transportadores fue localizado en los segmentos respiratorios,
lo que prueba su funcion exclusiva en el intercambio gaseoso.

El presente y futuro

Los mecanismos moleculares de transporte de nutrientes son
relativamente bien conocidos en mamiferos euterios y solo han
sido investigados en lagartijas placentotréficas no extremas
(Pseudemoia entrecasteauxii, P. spenceri, y Chalcides
ocellatus, Biazik et al., 2009; Brandley et al., 2012; Griffith et
al., 2013a, b). ;Son los mecanismos de transporte de nutrientes
similares entre clados que evolucionaron la placentotrofia de
manera convergente? ;La evolucion de la placentotrofia y la
placentacién compleja derivan de los mismos juegos de genes
en los clados de scincidos placentotroficos y en mamiferos?
Aun cuando estdbamos afinando nuestro conocimiento de los
mecanismos de transporte, la inmunocitoquimica no era la
técnica mas eficaz para entender como era que funcionaban
las placentas durante la gestacion en Mabuya. Afortuna-
damente las herramientas bioldgicas han revolucionado
nuestra posibilidad de entender y responder tantas preguntas
complejas. Estas poderosas herramientas permiten dilucidar
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el funcionamiento de los organos, tejidos y células en
un momento dado. Basicamente se puede determinar qué
porcion del genoma es transcrito a ARN mensajero, es decir,
qué material genético es expresado en un estado dado, son
los analisis de transcriptomica. Recientemente iniciamos un
trabajo en colaboracion con mis estudiantes que ahora hacen su
doctorado en la Universidad de Gainesville (USA), Francisca
Leal y Oscar Tarazona, y la colaboracion de su profesor
Marty Cohn, en éste se esta identificando la expresion génica
completa de los transcriptomas de las placentas de Mabuya
durante los diferentes estados de gestacion usando analisis
RNA-Seq. Los resultados preliminares estan mostrando
que hay unos muy claros paralelos en los procesos de
expresion génica entre Mabuya y mamiferos euterios. Con
nuevos genomas de reptiles escamados secuenciados se
podra investigar sobre la convergencia en las rutas hacia la
viviparidad y placentotrofia. De la misma manera con mayor
informacion gendmica se podra tener un mayor nimero de genes
identificados en los trasncriptomas secuenciados, lo que per-
mitird entender y conocer los elementos que regulan la expresion
de genes asociados a la placentotrofia (Van Dyke, 2014).

De forma paralela a todos estos trabajos, seguiamos con
el problema de la identidad especifica de las poblaciones
que estabamos trabajando. Tampoco sabemos como estas
poblaciones se relacionan entre si, ni su historia biogeografica.
Con una estudiante de doctorado de la Universidad de los
Andes pero egresada nuestra decidimos afrontar el problema.
Nuevamente, las herramientas moleculares modernas nos
permiten responder preguntas que otrora sélo la morfologia
tradicional lo permitian. Este clado es particularmente
complejo porque su morfologia externa es muy conservativa,
por lo tanto las herramientas moleculares eran fundamentales
para definir clados subgenéricos en Colombia. Nelsy Pinto,
junto con otros colegas, ha desarrollado una filogenia con
base en caracteres moleculares de genes mitocondriales
y nucleares para las poblaciones colombianas de Mabuya.
Este trabajo esta por ser publicado. Igualmente en el futuro
cercano tendremos la descripcion de estos clados como
nuevas especies de Mabuya con distribuciones definidas;
estamos resolviendo otro viejo problema.

Después de mas de 15 afios de iniciar un trabajo con un grupo
de lagartijas que pasaban desapercibidas para muchos, hemos
podido entender una muy buena proporcion de la biologia
reproductiva de este grupo. La complejidad placentaria y
el grado de placentotrofia alcanzado hacen de Mabuya un
modelo biologico de estudio precioso del que atin hay mucho
por conocetr.
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