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RESUMEN

Los Condrictios son uno de los grupos marinos mds vulnerables, con un
numero creciente de especies listadas “en peligro” o “amenazadas”. La
declinacién y el colapso global de los stocks pesqueros, debido a la
sobreexplotaciéon, va en aumento, con muchas especies cercanas a la
extincion. La susceptibilidad de los peces cartilaginosos a la sobrepesca estd
dada por su bajo potencial de recuperacién, debido ala baja fecundidad y
crecimiento lento. Es fundamental conocer y comprender su biologia
reproductiva, para la conservacion y manejo de este recurso.

En este frabajo se estudié la morfologia del sistema reproductor
femenino y masculino de Atlantoraja platana 'y Sympterygia bonapartii del
golfo San Matias, junto con algunos indicadores bioldgicos relacionados con la
reproduccion.

El material analizado se obtuvo de muestreos mensuales de las capturas
desembarcadas por los barcos pesqueros de la flota local de San Antonio
Oeste (SAQO) y San Antonio Este (SAE).

Los animales se clasificaron segun su estado de madurez en: inmaduros,
en maduracién y maduros, siguiendo los criterios propuestos por Stehmann
(2002).

Las gobnadas de ambas especies y de ambos sexos presentan una
intima asociacion con el érgano epigonal (érgano linfomieloide, exclusivo de
los peces cartilaginosos).

En A. platana se analizd la foliculogénesis ovdarica. En los ovarios de

hembras adultas se registraron foliculos en diferentes etapas de desarrollo. Las



ovogonias, solo se hallaron en ejemplares inmaduros. Histolégicamente las
etapas del desarrollo folicular, se caracterizan por la presencia de vitelo, el
numero de capas y tipos de células foliculares y el grado de desarrollo de las
tecas. Se determind la talla microscopica de inicio de vitelogénesis para
ambas especies, las cuales son menores a las registradas macroscépicamente.

Los testiculos de ambas especies, presentan un modelo de desarrollo
testicular compuesto. Los espermatocistos son de forma redondeada y cada
uno contiene células germinales en un mismo estadio de desarrollo. En la
espermatogénesis de ejemplares adultos se describen 7 estadios bien
diferenciados, que abarcan la fransformacién de espermatogonias en
espermatozoides. En juveniles no se han encontrado cistos con espermatides o
con espermatozoides. En ejemplares inmaduros se observan solamente cistos
con espermatogonias y espermatocitos primarios.

El sistema de conductos genitales femeninos y masculinos de ambas
especies, es semejante al observado en otfros Rdjidos. El diseno funcional de las
gldndulas oviductales es similar al de otras especies oviparas y la complejidad
esfructural de las distintas zonas estd relacionada con la funcién secretora de
los diferentes componentes de la cdpsula. Se registrd la presencia de esperma
en ambas especies en distintas estaciones del ano, aunque sin evidencia de
almacenamiento espermdtico.

En las dos especies analizadas, los espermatozoides cambian el estado
de agrupamiento a lo largo del trayecto por los epididimos, conductos
deferentes y vesiculas seminales, dando como resultado final un agrupamiento

denominado espermatozeugmata.



Se analizaron indicadores relacionados con su biologia reproductiva. En
ambas especies, se determind la talla de primera madurez sexual, los indices
gonadosomdatico y hepatosomdatico, coma asi también la distribucién folicular
a lo largo de las estaciones del ano, con el fin de relacionarlo con los andlisis
microanatémicos realizados. En los machos se analizd, estacionalmente, el
porcentaje de cobertura de cada estadio espermatogénico.

En los Ultimos anos, los andlisis histoldgicos han sido muy importantes en
los estudios reproductivos de peces, permitiendo mejorar la eficacia en el
manejo de estos recursos. Los estudios microscopicos y macroscopicos
realizados en este frabajo, proporcionan no sélo informacion mds exacta sobre
la morfologia y dindmica de las génadas masculinas y femeninas, sino fambién
ha demostrado ser un enfoque complementario que puede confribuir a un

mejor conocimiento y cuidado de estas especies de interés comercial.



ABSTRACT

Chondrichthyes are one of the most vulnerable marine groups, with an
increasing number of species listed as “endangered” or “threatened”. The decline
and global collapse of fishing stocks due to overexploitation is increasing, with
many species being close to extinction. The high susceptibility of cartilaginous
fishes to overfishing is given by its low recovery potential due to a low fecundity
and low growth rates. It is crucial to know and understand its reproductive biology
for an appropriate conservation and management of this resource.

In this work, the morphology of the females and males reproductive system
of Aflantoraja platana and Sympterygia bonapartii from San Matias Gulf was
studied along with some biological indicators related to reproduction.

The analyzed material was obtained from monthly samplings of the catches
landed from the fishing boats of the local San Antonio Oeste and San Antonio Este
fleets.

Animals were classified according to its maturational state in: immature,
maturing and mature, following the Sthemann (2002) criteria.

Gonads from both species and sexes are intimately associated to the
epigonal organ (lymphomyeloid organ, exclusive of cartilaginous fishes).

In Atlantoraja platana the ovarian folliculogenesis was analyzed. In the
ovaries of adult females, follicles in different stages of development were
recorded. The oogonias were found only in immature specimens. Histologically the
stages of follicular development are characterized by the presence of yolk, the

number of layers and types of follicular cells and the degree of development of



the thecae. The microscopic size of vitellogenesis onset was determined for both
species and it was inferior to that registered macroscopically in both.

Testicles of both species fit to the compound testicular developmental
model. Spermatocists are rounded and each one contains germinal cells in the
same stage of development. During the spermatogenesis of adult specimens,
seven well defined stages are described, which encompass the transformation of
spermatogonia to spermatozoa. In maturing animals, cists with spermatids or
spermatozoa were not formed. On the other hand, immature specimens show only
cists with spermatogonia and primary spermatocytes.

The female's and male’s genital ducts system form both species is similar to
the observed in other Rajids. Also, the functional design of the oviductal gland is
similar to that from other oviparous species. The structural complexity of the
different zones of this gland is related to the secretory function of the various
components of the egg capsule. The presence of sperm was registered in both
species and in different seasons of the year. However, there was no evidence of
sperm storage.

On both species, spermatozoids change its aggregation state along the
epididymis, deferent ducts and seminal vesicles. As a result, sperm aggregates
forming spermatozeugmata.

On the other hand, some biological indicators related to the reproductive
biology were analyzed. On both species, the size at first sexual maturity and the
gonadosomatic and hepatosomatic indices were determined. Also, the follicular

distribution along the sampled seasons was analyzed in order to relate it to the



microanatomical studies performed. Also, the coverage of each spermatogenic
stage was analyzed seasonally for the males of both species.

In the last years, histological analyses have been relevant in reproductive
studies of fishes, improving the efficiency in the management of these resources.
The microscopical and macroscopic analyzes performed on this work, provide a
more accurate information about the morphology and dynamics of the female’s
and male’s gonads, and also has proved to be a complementary approach that
could conftribute to a better knowledge and care of this species of commercial

interest.



Cap. I: Introduccién General

CAPITULO I: INTRODUCCION GENERAL

.1: UBICACION SISTEMATICA Y CARACTERISTICAS GENERALES

La clase Chondrichthyes agrupa a peces gnatostomados
caracterizados por presentar un esqueleto cartilaginoso, dientes duros y
mandibulas bien desarrolladas (Benson et. al., 2001). La mayor parte de las
especies son de hdbitos marinos, altamente especializados y han demostrado
tener un desarrollo evolutivo exitoso. Su presencia se registra desde el Silurico
tardio o principios del Devdnico, hace aproximadamente 400 millones de anos,
hasta la actualidad (Wourms y Demski, 1993; Grogan y Lund, 2004). Dos
caracteristicas importantes contribuyeron al éxito evolutivo del grupo: por un
lado, la transformacién del primer arco branquial para dar origen a las
mandibulas, lo cual permitid una mayor eficiencia en la obtencién de
alimento; por otro lado, el desarrollo de la reproduccion interna. Este modo
reproductivo, produce embriones a término que cuando emergen, ya sea por
paricidén en especies viviparas o por eclosidn en oviparos, se encuentran
adaptados al ambiente externo y son capaces de alimentarse por sus propios

medios (Gallegd Castejon, 2006; Long et. al., 2009).

La clase Chondrichthyes comprende dos subclases, Holocephali
(quimeras y peces gallo) y Elasmobranchii (tiburones y rayas). Los
elasmobranquios se agrupan en la division Neoselachii, que incluye a la
subdivision Selacoideaq, la cual comprende 9 ordenes, 34 familias, 106 géneros
y 403 especies de tiburones (Compagno, 2005; Nelson, 2006) y a la subdivision
Batoidea (rayas y chuchos), que es el grupo mds numeroso, con alrededor de

574 especies descriptas (Ebert y Compagno, 2007).

1|Pdgina



Cap. I: Introduccién General

Los peces batoideos presentan el cuerpo comprimido dorso-
ventralmente, constituido por un disco y una cola. El disco estd formado por la
fusion de las aletas pectorales a los lados de la cabeza y se extiende desde la
punta del hocico hasta la cloaca. Los ojos son siempre dorsales y proximos a
los espirdculos. En la superficie ventral del disco se encuentran de adelante
hacia atrds: las narinas, la boca, las hendiduras branquiales y la cloaca (Fig.
[.1). Estdn presentes en todos los mares del mundo y se distribuyen desde la
zona peldgica hasta las zonas bentoénicas y desde la linea de costa hasta los
3000 m de profundidad. La mayoria de las especies son de hdbitat marino,
aunque existen especies que habitan zonas estuariales y ambientes

dulciacuicolas (Cousseau et. al., 2007).

Desde el punto de vista sistemdatico, los batoideos son considerados un
grupo monofilético (Bone y Moore, 2008). Sin embargo, a nivel de érdenes y
familias, las clasificaciones varian segun los autores (McEachran y Aschlimann,
2004; Compagno, 2005; Nelson, 2006; Menni y Lucifora, 2007). En este trabajo se
utilizard la clasificacion propuesta por McEachran y Aschlimann (2004) que
divide a este grupo en cuatro érdenes: Torpediniformes (rayas eléctricas);
Pristiformes (rayas sierra); Rajiformes (rayas) y Myliobatiformes (chuchos y rayas
dguila). Los érdenes Rajiformes y Myliobatiformes son los mds numerosos, con
aproximadamente 280 y 183 especies respectivamente. La familia Rajidae es la
mds numerosa y comprende 27 géneros con alrededor de 250 especies. La
mayoria de los Rdjidos son marinos, a excepcion de algunas especies del
género Raja que habitan aguas continentales (Last y Stevens, 1994;

McEachran y Dunn, 1998). Sin embargo, aunque el grupo tiene una diversidad

especifica alta, las rayas presentan una morfologia corporal conservada, que
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Cap. I: Introduccién General

presenta adaptaciones a hdbitats bentdnicos, en especial a fondos blandos

(McEachran y Dunn, 1998; Ebert y Compagno, 2007).

.2: DESCRIPCION GENERAL DE LAS ESPECIES EN ESTUDIO

Atlantoraja platana

El género Atlantoraja (Menni, 1972) comprende 3 especies: A. castelnaui
(n.v.: raya moteada) (Ribeiro, 1970), A. platana (n.v.: raja oscura, raya platana)
(GUnther, 1880) y A. cyclophora (n.v.: raya ojona, raya de circulos) (Regan,
1902). Todas son especies endémicas del Oceano Atldntico Sudoccidental

(ASO).

La especie en estudio, A. platana, habita desde los 20° S en Espirito
Santo en Brasil(Sadowsky y Menni, 1974; Casarini, 2006) hasta los 42° S en el
golfo San Matias en Argentina (Zaro, 1979). En el sur de Brasil fue reportada
enfre los 19 y 231 m de profundidad (Sadowsky y Menni, 1974; Vooren, 1998;
Marcal, 2003). En Argenting, su presencia ha sido registrada de manera
permanente en la pesqueria de arrastre de pequena escala del golfo San
Matias, siendo una de las rayas mas desembarcadas por las flotas locales
(Perier ef. al., 2003; Estalles ef. al., 2011; Coller, 2012). La especie esta incluida
en la categoria de "vulnerable™ en la Lista Roja de Especies Amenazadas
elaborada por la Unidn Internacional para la Conversaciéon de la Naturaleza

(IUCN, 2016).

La raya platana presenta un cuerpo de forma romboidal. El dorso es de
color marrén oscuro, mds acentuado en el borde de las aletas pectorales y la

cola, la cual presenta una hilera de espinas. La aleta caudal y las dos aletas
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dorsales estdn bien desarrolladas (Fig. I.2 a 'y b). En la zona nucal presenta
series bilaterales (6 a 9) de poros mucosos, negros, muy marcados, en forma de
“c” (Sadowsky y Menni, 1974) (Fig. |.3). Poseen un cartilago rostral transldcido y
en algunos ejemplares, puede observarse una mancha u ocelo difuso en cada
una de las aletas pectorales. En ambos sexos, la faz ventral es de color
grisGdcea a blanquecina, con una gran cantidad de poros mucosos de color
negro dispuestos alrededor de la boca y las hendiduras branquiales y en la

zona abdominal (Fig. |.4).

Los machos exhiben érganos copuladores (mixopterigios, agarraderas
pélvicas o claspers) largos y finos y una serie variable de espinas cerca de los
mdargenes de las aletas pectorales (McEachman y Dunn, 1998; Coller 2012)
(Figs. 1.5). En los ejemplares adultos puede observarse una gran cantidad de

espinas dorsales en la regidon del hocico (Fig. 1.6).

Las hembras son oviparas. Desarrollan cdpsulas coridceas
aproximadamente cuadrangulares, de color marrén-verdoso brillante, con
proyecciones largas (cuernos) en cada uno de los dngulos. Los cuernos

posteriores son mds largos que los anteriores.

Es una especie de hdbitos troficos epibentdnicos, con tendencia ala
carcinofagia. Los langostinos (Pleoticus mullieri) y l1os estomatépodos (por
ejemplo, Pterygosquilla armata armata) son las presas mds consumidas, tanto

por los juveniles como por los adultos de ambos sexos (Coller, 2012).
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Sympterygia bonapartii

El género Sympterygia comprende 4 especies: S. brevicaudata (n.v.:
raya costera del Norte) (Cope, 1877); S. lima (n.v.: raya costera chilena)
(Poepping, 1835); S. bonapartii (n.v.: raya marmorada) (MUller y Henle, 1841) y
S. acuta (n.v.: raya hocicuda) (Garman, 1877). Las dos primeras especies solo
se encuentran en el Océano Pacifico. S. bonapartii y S. acuta son endémicas
del Océano Atldntico Sur (Figueiredo, 1977; McEachran y Aschliman, 2004) y
representan un recurso econdmico importante en toda su drea de distribucion

(Menniy Stehmann, 2000; Mabragana et. al., 2002; Paesch y Domingo, 2003).

La especie en estudio, S. bonapartii, se distribuye de forma continua
desde los 23° S (Rio de Janeiro, Brasil) hasta los 54° S (Santa Cruz, Argentina)
siendo habitual en el golfo San Matias (41°-42° S; 64°-65°0) (Figueiredo, 1977;
Sadnchez y Mabragana, 2002; Perier et. al., 2011; Estalles et. al., 2016). Es una
raya costera y se encuentra hasta los 100 m de profundidad (Menniy
Sthemann, 2000; Cousseau et. al., 2007). Las concentraciones mayores de esta
especie se han reportado en zonas externas de estuarios y marismas
(Mabragana et. al., 2002; Cousseau et. al., 2007). En el drea de estudio del
presente trabajo, la raya marmorada es abundante y se ubica en rangos de

profundidades mayores a los precisados anteriormente.

S. bonapartii estd incluida en la Lista Roja de Especies Amenazadas
(IUCN, 2016) en la categoria de "Datos Insuficientes para su Evaluacion”, lo
cual sugiere que se requieren mas estudios sobre diferentes aspectos de su
historia de vida. La especie se reconoce por poseer el borde anterior del disco

mads o0 menos recto y espinulado, con el extfremo anterior aguzado. La
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coloraciéon del dorso es castano oscuro, con manchas marmoéreas mds oscuras
y con una mancha negra en forma de reloj de arena en el hocico (Fig. I.7a).

La faz ventral es blanca y el extremo de la cola, negro (Fig. I.7b).

Los machos presentan claspers largos y robustos (Fig. [.7b). Las hembras
son oviparas y ponen cdpsulas coridceas de color marrdn verdoso, con
proyecciones en los cuatro extremos, siendo las posteriores mayores que las
anteriores. Estas ovotecas son similares a los de A. platana (Cousseau et. al.,

2007).

El régimen alimentario es carcinéfago. Sus principales presas son
cangrejos, en primer lugar y teledsteos en segundo plano. Asimismo consume
bivalvos, cefaldopodos (pulpo, calamarete) y otros invertebrados (ascidias,

poliquetos) (Cousseau y Perrota, 2004; Estalles et. al., 2016).

1.3: ADAPTACIONES REPRODUCTIVAS

El sistema genital de los peces cartilaginosos estd adaptado parala
fecundacion interna, la cual requiere de especializaciones morfofuncionales
variadas, tanto en machos como en hembras. La tfransmision de esperma es
facilitada por la infroduccién de los claspers en el seno urogenital de la
hembra, presentando un comportamiento complejo de copula (Carrier et. al.,
1994; Pratt y Carrier, 2001; Piercy et. al., 2003; Jones et. al., 2005; Long et. al.,
2009). La microarquitectura de los érganos reproductores, juega un papel
critico que influye en el éxito reproductivo de los Condrictios. La evoluciéon de
la fertilizacion interna y la retencién de los huevos, podian haber sido un

requisito previo al viviparismo (Blackburn, 2005; Awruch, 2015).
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Teniendo en cuenta que la mayoria de los Condrictios son longevos, de
crecimiento lento, edad de primera madurez sexual tardia y baja fecundidad
(Cambhi et. al., 1998; Dulvy et. al., 2014; Awruch, 2015), la fertilizacion interna
asegura el encuentro de las gametas, aumentando las oportunidades de éxito
reproductivo. Los peces dseos, por su parte, muestran un modelo reproductivo
diferente, donde la fecundacion en el medio acudtico, se ve compensada

por la produccion de grandes cantidades de gametas (Bone y Moore, 2008).

Los érganos internos del sistema genital masculino de estos animales
incluyen un par de testiculos, conductos genitales pares (conducto eferente,
conducto epididimario, conducto deferente) y gldndulas anexas: vesiculas
seminales, gldndulas de Leydig y gldndulas alcalinas. Esta Ultima solo se
encuentra presente en rayas (Hamlett, 1999; Walker, 2005). Externamente,
presentan un par de claspers, los cuales estdn asociados a las gldndulas
homonimas. Tanto el semen como la secrecion de las gldndulas son
transferidos a la cloaca de la hembra durante la cépula (Jones y Lin, 1993), a

través del conducto longitudinal del clasper.

Los érganos internos del sistema genital femenino constan de uno o dos
ovarios funcionales, segun la especie, uno o dos ostium, dos oviductos
anteriores, dos gldndulas oviductales o nidamentales y dos Uteros, que

desembocan en un Unico seno urogenital (Hamlett y Kobb, 1999).

El 6rgano epigonal es un érgano linfomieloide exclusivo del grupo y
presenta una asociacion estrecha con las gébnadas de ambos sexos (Galindez

y Aggio 2002; Lutton y Callard, 2007).
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Los peces cartilaginosos exhiben una gran diversidad de modos
reproductivos, que van desde la oviparidad a la viviparidad, placentaria o
aplacentaria (Compagno, 1990; Musick y Ellis, 2005; Awruch, 2015). Basdndose
en la fuente de nutricion que utiliza el embridn en desarrollo, se puede agrupar

a las especies en lecitotroficas y matrotréficas.

Aproximadamente el 42% de los elasmolbranquios son oviparos
(Compagno, 1990; Dulvy y Reynolds, 1997). Este es un modelo reproductivo
lecitotrofico, donde el desarrollo es sustentado por el vitelo almacenado en el
huevo, sin ningun otro aporte materno durante la embriogénesis (Hamlett y
Koob, 1999). Las especies oviparas, se caracterizan por la produccion de
huevos relativamente grandes, que una vez fecundados son envueltos por una
cdpsula coridcea y depositados en el medio externo, donde se produce el
desarrollo embrionario (Wourms ,1977; Blackburn, 2005). Existen dos tipos de
oviparidad: simple (externa) y multiple (retenida) (Compagno, 1990; Musick y

Ellis, 2005; Awruch, 2015).

En la simple o externa, las cdpsulas son liberadas al medio y el embridn
completa su desarrollo en el interior de la misma, consumiendo los nutrientes
acumulados. La cria resultante, emerge totalmente desarrollada y con la
apariencia de un adulto en miniatura (Hamlett y Koob 1999; Musick vy Ellis,
2005). Entre los elasmobranquios, el oviparismo estd representado solo en
cuatro familias (Heterodontidae, Scyliorhinidae, Hemiscyllidae y Rajidae)
(Compagno, 1999; Musick vy Ellis, 2005; Luer et. al., 2007). A. platana y S.
bonapartii constituyen un ejemplo de este modo reproductivo (Oddone y

Velasco, 2004; Oddone y Amorin, 2008).
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Por ofra parte, la oviparidad multiple o retenida, se caracteriza por la
retencion de las cdpsulas en el tracto genital femenino. Los huevos eclosionan
antes de la puesta (Wourms y Demski, 1993). Esta modalidad se presenta en
nueve especies de Charchariniformes: cinco del género Halaelurus (Francis,
2006), dos del género Galeus (Compagno, 2005), una especie de la familia
Proscyllidae, (Dodd y Dodd, 1986) y una especie Orectolobiforme (Goto, 2001;

Musick y Ellis 2005).

El viviparismo, por su parte, es un modo reproductivo altamente exitoso
que se encuentra en el 58% de los elasmobranquios (Wourms, 1981;
Compagno 1990). En todas las especies de elasmobranquios viviparas, la
embriogénesis se lleva a cabo en el interior del cuerpo materno. Inicialmente,
el embridon se aloja en una cdpsula secretada por la gldndula oviductal que se
ubica en el Utero, donde los fetos continUan su desarrollo. Finalmente, en la
paricién, surgen individuos de vida libre (Wourms et. al., 1981). Estas especies
pueden sostener la gestacion en forma tanto lecitofréfica como matrotréfica,
con o sin formacién de placenta (Compagno, 1990; Musick y Ellis, 2005; Mc

Millan, 2007; Awruch, 2015; Galindez, 2016).

En el matrotrofismo, el desarrollo embrionario, o al menos parte del mismo,
es suplementado por aportes nutricionales de la madre (Compagno, 1990;
Wourms y Demski, 1993; Hamlett y Koob, 1999; Musick vy Ellis, 2005; Mc Millan,

2007; Awruch, 2015). Esta adaptacion se presenta de distintas formas:

> Histotrofismo (secreciones uterinas): los embriones reciben

nutrientes derivados de los tejidos de la madre (Hamlett et. al, 2005b;

Musick vy Ellis, 2005). Esta adaptacion implica la formacion de pliegues
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de la mucosa uterina (froohonemata), que producen una sustancia rica
en lipidos y proteinas denominada histotrofo (“leche uterina™). Este
modo reproductivo es caracteristico de los Myliobatiformes, como
Myliobatis goodei (Colonello etf. al., 2013) y de, al menos, un Rajiforme,
Dasyatis americana (Hamlett et. al., 1996).

Oofagia (ovocitos anembrionados): en esta modalidad, una vez
agotado el contenido del saco vitelino, los embriones se alimentan de
otros ovocitos ovulados. Esta adaptaciéon es caracteristica de los
Lamniformes, por ejemplo Lamna ditropis (Gallucci et. al., 2008).
Adelfofagia (embriones con desarrollo detenido): es una modificacion
de la oofagia, donde los embriones mdas desarrollados se alimentan de
huevos anembrionados y de embriones cuyo desarrollo estd detenido.
Una adaptacion extrema a este modelo se da en Carcharias taurus,
(canibalismo intrauterino o adelfofagia) (Gilmore et. al., 1993).
Placentotréficas (formacién de una pseudoplacenta): se desarrolla una
pseudoplacenta a partir de la unidn del saco vitelino (ya sin reservas) y
las paredes uterinas. Los embriones se alimentan de secreciones
producidas por la hembra (Musick y Ellis, 2005). Este tipo de viviparidad
placentaria se encuentra en cinco familias de tfiburones
Carcharhiniformes, por ejemplo Sphyrna lewini (Compagno, 1990).
Matrotrofismo parcial: el aporte nutricional materno es absorbido por el
embrion a través de la cdpsula que lo envuelve, la cual se encuentra
yuxtapuesta a la mucosa uterina. Elemplos de esta modalidad son:
Mustelus antarticus (Storrie et. al., 2009) y M. schmitti (Galindez et. al.,

2014).
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Esta serie de estrategias reproductivas se reflejan en los ciclos de vida, los
cuales son regulados por una combinaciéon de variables fisioldgicas y
bioldgicas que aseguran que la puesta se produzca en un ambiente favorable

para la supervivencia (Bromage et. al., 2001; Pankhurst y Porter, 2003).

.4: EXPLOTACION PESQUERA DE LOS CONDRICTIOS

Las pesquerias de Condrictios se han extendido en tamano e importancia
en respuesta a la disminuciéon de los stocks (McCauley et. al., 2015).
Consecuentemente, las poblaciones de tiburones, rayas y holocéfalos exhiben
actualmente su mayor tasa de reduccidn histérica a causa de la pesca, en
cualquiera de sus formas (arrastre, peldgicas, artesanales y/o recreativas)
(Bonfil, 1994; Stevens et. al., 2000). Las capturas de Condrictios no se
encuentran, en su mayor parte, reguladas y los registros de captura, cuando
existen, estdn incompletos o son generalizados. Se estima que el 50% de la
captura global de peces carfilaginosos, considerada como by-catch, no es
registrada en las estadisticas pesqueras oficiales y no existen medidas de
manejo adecuadas para estas especies (Compagno, 1990; Stevens et. al.,

2000; Musick y Musick, 2011).

Las capturas mundiales de Condrictios muestran una tendencia creciente
hasta el ano 2003. En el ano 1950, la captura fue de 270.000 t y los maximos
alcanzados se produjeron en el ano 2003, con aproximadamente 900.000 1.
Durante el Ultimo periodo reportado, entre el 2003 y 2012, se produjo un
descenso de alrededor de 200.000 t (FAO, 2014). Sin embargo, las estimaciones
realizadas indican que los desembarques podrian duplicarse si se considera la

pesca ilegal, no declarada ni reglamentada (Bonfil, 1994; Field et. al., 2009).
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Por otra parte, deben también considerarse los ejemplares que mueren al ser
descartados, debido a las practicas post-captura o por no alcanzar la talla

“econdmicamente viable” (Field et. al., 2009).

Uno de los factores principales del incremento en la captura de Condrictios
es la fuerte demanda del mercado, debido a la amplia gama de productos
que se extraen de ellos: carne, aletas, piel y dientes, cartilago, aceites, entre

otros (Bonfil, 1994; Vannuccini, 1999; Musick vy Ellis, 2005).

Argentina es uno de los paises donde se desembarcan mds Condrictios
(gatuzo (M. schmitii), pez dngel (Squatina sp.) y pez gallo (Callorhinchus
callorhynchus) (FAO, 2014) y ocupa el tercer lugar entre los que desembarcan
rayas (Familia Rajidae, Bernasconiy Navarro, 2014). Cabe destacar que estas
especies reflejan un ritmo creciente de capturas en las estadisticas nacionales,
desde que se inicid su aprovechamiento comercial en el ano 1996 (Massa y

Hozbor, 2003; Massa et. al., 2007).

Los efectos de la pesca sobre las poblaciones y la ausencia de pautas de
manejo para la mayoria de las especies, llevaron a la FAO a elaborar un plan
de accion de manejo de estas especies a nivel mundial. En la Argentina, el
Plan de Accion Nacional para la Conservacion y Manejo de Condrictios (PAN-
TIBURONES), tiene el objetivo de garantizar la conservacion y la explotaciéon
sustentable de estos peces, instando a los participantes a “profundizar el
conocimiento de las pesquerias de Condrictios y ofras pesquerias que afecten

a estas especies”.
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La vulnerabilidad de los peces cartilaginosos a la explotacion pesquera
radica, en gran parte, en sus adaptaciones reproductivas las cuales,
paraddjicamente, contribuyeron en parte a la supervivencia a lo largo de mds
de 400 millones de anos. Si a esto se suma el incremento en las capturasy la
escasez de medidas de manejo, es posible llegar a disminuciones drdsticas en
las poblaciones e incluso a extinciones locales (Stevens et. al., 2000; Ward-

Paige et. al., 2012; Mc Clenachan et. al., 2016).

1.5: OBJETIVOS Y RELEVANCIA DEL PRESENTE TRABAJO

El plan de frabajo propuesto pretende brindar informacion, tanto
biolégica como morfoldgica, de dos especies comercialmente importantes del
golfo San Matias: Atlantoraja platana 'y Sympterygia bonapartii. El
conocimiento morfofuncional y de la biologia reproductiva de ambas
especies, procura brindar informacién necesaria para el diseno de politicas de
manejo del recurso en forma sustentable y se inserta, claramente, dentro de los

objetivos establecidos para el PAN-TIBURONES de Argentina.

OBJETIVOS GENERALES

> Analizar y comparar aspectos bioldgicos y morfoldgicos del ciclo
reproductivo de dos especies de Condrictios: S. bonapartii y A. platana,

del golfo San Matias (Rio Negro).
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OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar los estadios de madurez de machos y hembras de S.
bonapartii y A. platana mediante el andlisis morfométrico y el aspecto
macroscopico del tracto genital.

e Analizar la estructura histolégica del testiculo y del ovario en cada
estadio madurativo, para verificar la escala macroscopica de madurez.

e Determinary cuantificar las variaciones tfemporales de la
espermatogénesis y la producciéon de évulos, a lo largo del ciclo
reproductivo.

e Relacionar los resultados obtenidos histoldgicamente con diferentes
indices de actividad reproductiva, para evaluar su concordancia.

e Determinar la fluctuacién temporal de esperma en el tracto reproductor
femenino (cloaca y gldndula oviductal).

e Determinar la existencia de almacenamiento espermdatico en el
epididimo y/o la vesicula seminal.

e Determinar el periodo del ano en el que se concentra la actividad

reproductiva principal de cada especie.
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Figura I.1: Caracteristicas generales de los Réjidos (Cousseau y Perrota, 2004).

Figura 1.2: Atlantoraja platana: a) vista dorsal b) vista ventral.

Figura 1.3: Detalle de los poros mucosos dorsales de A. platana.

Figura I.4: Vista general de la distribucién de los poros mucosos en la faz ventral de un

ejemplar adulto de A. platana. Inserto: Detalle de los poros mucosos ventrales.

Figura I.5: Detalle de las hileras de espinas alares en los margenes de las aletas pectorales de

un macho maduro de A. platana.

Figura 1.6: Detalle de las espinas dorsales en el hocico de un macho maduro de 4. platana.

Figura 1.7: Sympterygia bonapartii: a) vista dorsal b) vista ventral.

Referencias: circulo rojo: poros mucosos; flechas rojas: espirdculos; flechas negras: espinas

alares; dvalo azul: clasper.
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CAPITULO II: MATERIALES Y METODOS

En este capitulo se describe el drea de estudio de donde provienen los
ejemplares de Atlantoraja platana y de Sympterygia bonapartii y se describen
los métodos comunes a los restantes capitulos. Las metodologias especificas

para cada tema serdn abordadas individualmente en cada seccion.
I1.1: DESCRIPCION DEL AREA DE ESTUDIO

El golfo San Matias (GSM) se encuentra localizado entre los 41°y 42° Sy
los 64°y 65° O. Es el mds extenso de los golfos norpatagodnicos (Piola y Scasso,
1988) y es el segundo golfo mds grande de Argentina, después del golfo San
Jorge. Tiene una superficie de aproximadamente 19.700 km?2 (Mazio y Vara,

1983; Gangliardini y Rivas, 2004; Di Giacomo et. al., 2005) (Fig. II.1).

Se reconoce como un ambiente semicerrado, con temperaturas
superficiales entre los 11 y 18 °C y temperaturas de fondo entre los 10,4y 11,3
°C (Piola y Rivas, 1997; Perier y Di Giacomo, 2002). Estd separado de la
plataforma continental por un zécalo, con profundidades que promedian los
80 metros y presenta, en su parte central, fondos que rondan los 200 m. Existen

depresiones maximas de hasta 219 m (Di Gidcomo et. al., 2005).

Hidrogrdficamente, el golfo revela dos masas de agua que estdn
separadas estacionalmente, por un frente oceanogrdfico de direccién
suroeste-nordeste y divide al mismo en dos zonas. Estas se corresponden con
caracteristicas de temperatura, salinidad y biota particulares (Piola y Scasso,

1988; Perier y Di Gidcomo, 2002). La presencia de este frente ha sido
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relacionada con los patrones de distribucién y reproduccion en algunas

especies de peces, como la merluza comun, Merluccius hubbsi.

La zona costera del golfo (Figs. 1.2 y 11.3), presenta tres accidentes
geogrdficos destacados: el golfo San José, la bahia San Antonio y la caleta de
Los Loros (Di Gidcomo et. al., 2005) y estd claramente influenciada por la

dindmica de las mareas (2 ciclos de mareas diurnos).

El golfo San Matias es considerado un ambiente que ofrece una
importante diversidad bioldgica. Existen comunidades de macro y microalgas,
macrofitas, moluscos, crustdceos, peces, aves y mamiferos (Di Gidcomo et. al.,

2005; Marcos y Mancini, 2012).

La actividad extractiva comprende tanto la pesca artesanal como la
industrial. En la pesca artesanal, se incluye a los recolectores costeros, los
pescadores con bote y red playera, los pescadores de palangre o espinel y los
buzos marisqueros. La pesca industrial se efectia a través de bugques
pesqueros que componen una flota local que opera en San Antonio Oeste
(SAQ) y San Antonio Este (SAE). Histéricamente, esta flota utiliza artes de pesca

como rastras, redes de arrastre y palangre o espinel.

Recursos icticos demersales del Golfo San Matias

Denfro de estos recursos, M. hubbsi es una de las especies blanco en la
pesqueria del golfo San Matias y contribuye con mds del 60% de la captura
desembarcada (Milldn, 2010). Existen otros peces dseos que se destacan por su
conftribucioén en los desembarques (Perier y Di Gidcomo, 2002); estos son: los

lenguados Paralichthys isoceles, P. patagonicus y Xustreurys rasile; el mero

19| Pagina



Cap. II: Materiales y Métodos

Acantisthius patachonicus; el abadejo Genypterus blacodes y el salmén de

mar, Pseudopercis semifasciata.

Condrictios del golfo San Matias

En el GSM se han registrado, hasta el presente, 33 especies de peces
carfilaginosos, de los cuales 13 corresponden a Selacoideos (tiburones), 19 a
Batoideos (rayas) y un Holocéfalo (pez gallo). Las especies de Condrictios con
mayor abundancia y frecuencia de ocurrencia estdn representadas por:
Callorhinchus callorhynchus (pez gallo, una de las mds desembarcadas en el
golfo) (Di Gidcomo y Perier, 1991; Perier et. al., 2011), Mustelus schmitti (gatuzo);
Galeorhinus galeus (cazdn), Squatina guggenheim (pez dngel), Notorynchus
cepedianus (gatopardo), Carcharhinus brachyurus (bacota), Squalus
acanthias (espinillo); Myliobatis goodei (chucho), Discopyge tschudii (raya
eléctrica); Atlantoraja castelnaui (raya a lunares); A. platana (raya platana); A.
cyclophora (raya ojona); Psammobatis lentiginosa (raya lentfiginosa); Rioraja
agassizii (raya lisa), Sympterygia bonapartii (raya marmorada); S. acuta (raya
picuda), Zearaja trachyderma (raya de vientre aspero) y Z. chilensis (raya

hocicuda).
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I1.2: MUESTREOS

11.2.1: Origen y procedencia de las muestras

El material proveniente del golfo San Matias, fue recolectado durante
muestreos mensuales sobre las capturas desembarcadas, provenientes de una
pesqueria de arrastre de pequena escala, que tiene como especie blanco a
la merluza comun, M. hubbsi (muestreos de desembarque), durante los anos
2012 al 2016. Los muestreos de desembarque se realizaron en dos plantas
pesqueras: “Rio Salado” (San Antonio Oeste) (Figs. Il.4 y 11.6) y “Perla del Este”

(San Antonio Este) (Fig. 1.5y 11.7)

El material procesado se hallaba en buen estado, ya que la flota
trabaja con bodegas refrigeradas y ademds, cada cajon es cubierto con hielo
en escamas. El material obtenido en los muestreos de planta (Figs. 1.6 y I1.7), se
utilizdé para microscopia dptica. Las muestras que se procesaron para
microscopia electronica de transmisidn provinieron de un muestreo especial,
realizado en el marco del programa de observadores a bordo (POB) de la

provincia de Rio Negro (Febrero de 2016) (Figs. 1.8 y 11.9).

A todos los ejemplares se les registrd el largo total, desde la punta del
rostro hasta el extremo de la cola (Lt), el ancho del disco, definido como la
distancia mdaxima entre los extremos de las aletas pectorales (Fig. 11.10) (Ad); el
peso total (Pt), el peso del higado (Ph) y peso de las gbnadas derecha e
izquierda (ovarios o testiculos) (Pg). Todas las medidas se registraron en
centimetros, utilizando un ictidmetro, o en gramos, empleando una balanza

digital colgante de 10 gr. de precisién. Por otra parte, en los machos se registrd
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el nUmero de hileras de espinas alares y se midié el largo de ambos claspers
(Cld) e (Cli), en centimetros, iniciando el registro desde su insercion debajo de
la aleta pélvica (Compagno, 1984). Asimismo, en las hemlbras se registrd la
presencia de cdpsulas, se pesd y se midid el ancho y alto de las gladndulas
oviductales derecha (OGd) e izquierda (OGi) en gramos y milimetros
respectivamente. Por Ultimo, se realizaron frotis cloacales de las hembras

maduras, para determinar presencia de esperma.

Durante el ano 2013 e inicios de 2014, se modifico la dindmica de la
pesqueria de arrastre del golfo San Matias, con un cambio de la especie
blanco de la pesqueria (el langostino, Pleoticus muelleri), lo que condujo a un

descenso del nUmero de ejemplares estudiados.

1.2.2;: Determinacién del estadio de madurez

Los estadios de madurez sexual de machos y hembras se determinaron
de acuerdo a los criterios propuestos por Sthemann (2002), basados en el

aspecto general del sistema reproductivo.

En los machos se determinaron 3 estadios de madurez:

> Estadio | o inmaduros
» Estadio Il o en maduracion

» Estadio Il o maduros

Se clasificaron como inmaduros a los ejemplares que presentaban
testiculos poco desarrollados, homogéneos y sin Idbulos distinguibles a simple
vista. Los conductos eran delgados, transparentes e indiferenciados. En este

estadio los claspers, son blandos y no sobrepasaban el exiremo de las aletas
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pélvicas (Figs. .11 y 11.12). Los machos en maduracién presentaban los
testiculos mas desarrollados, pudiéndose diferenciar, en la regién craneal, el
comienzo de la formacion de los I6bulos testiculares. Los conductos estaban
mas desarrollados, blanquecinos y levemente enrollados. Los claspers eran
semirigidos y sobrepasaban las aletas pélvicas (Figs. I1.13 y I1.14). Los ejemplares
maduros presentaban un desarrollo completo del testiculo, con los [dbulos bien
diferenciados y los cistos apreciables a ojo desnudo. Los conductos, dilatados
y contorneados, asi como las gldndulas anexas, se diferenciaban claramente
(conductos epididimarios, conductos deferentes, vesiculas seminales y
gldndulas de Leydig) Los claspers se presentaban completamente rigidos,

superando el largo de las aletas pélvicas (Figs. I1.15 y 11.16).

En laos hembras se determinaron 3 estadios de madurez:

» Estadio | o inmaduras
> Estadio ll o en maduracion

» Estadio lll o maduras (con y sin cdpsulas en los Uteros)

Se clasificaron como inmaduras aquellas hembras que presentaban los
ovarios blanquecinos, sin foliculos visibles macroscopicamente. Los oviductos
anteriores presentaban aspecto filiforme y eran transldcidos. Las gldndulas
oviductales estaban poco desarrolladas y los Uteros delgados (Fig. I1.17). Las
hembras en maduracién presentaban los ovarios mds desarrollados, con
foliculos pequenos, blanquecinos, apreciables a simple vista. Las gladndulas
oviductales se comenzaban a diferenciar claramente y los Uteros se
encontfraban parcialmente dilatados (Fig. 11.18). Las hemlbras maduras tenian

los ovarios totalmente desarrollados, con foliculos de diferentes tamanos y los
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mayores, claramente vitelados (color amairillo). Las gldndulas oviductales
estaban completamente expandidas (Fig. 11.19). En las hembras maduras
grdvidas, las cdpsulas podian presentarse completas, o en formacion (Fig.

11.20).

1.3: PROCESAMIENTO MICROSCOPICO

11.3.1: Microscopia optica

Luego del muestreo en planta, el material se traslado, en frio, hasta el
Instituto de Biologia Marina y Pesquera Almirante Storni- IBMPAS (Fig. I1.21). En
esa Institucion, se realizd la diseccion de los sistemas genitales masculinos y
femeninos. Cada pieza obtenida se colocd en cassettes histoldgicos vy se fijo. El
fijador utilizado fue la mezcla de Bouin, en agua de mar, a fin de conservar la
osmolaridad ftisular que, en los peces cartilaginosos es de alrededor de 1040
mosm (Schmit-Nielsen, 1984). El material fijado se trasladd al Laboratorio de
Citologia, Histologia y Embriologia de la Universidad Nacional del Sur- UNS-

INBIOSUR (Fig. 11.22).

Posteriormente, las muestras se procesaron de acuerdo a las técnicas
histoldgicas de rutina. Se deshidrataron en una serie alcohdlica (etanol) de
concentracion creciente (70°, 80°, 90° y 96°) a temperatura ambiente, durante
2 a 3 horas en cada uno, dependiendo del tamano de las piezas. Luego se
pasaron a una mezcla 1:1 de etanol: N-butanol, durante 2 a 3 horas,
finalizando con un bano de N-butanol 100% durante una noche. La inclusion se
realizd en estufa, con un primer paso en Paraplast® con 5% de N-butanol y dos

banos de Paraplast® puro. La inclusidon definitiva se realizé en anillos pldsticos.
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Para la confeccidén de los cortes (3-5 um) se usé un micrétomo rotatorio Leica
RM 2145. Se seleccionaron cortes de todos los tacos y se realizaron
coloraciones topogrdficas generales: Tricromico de Masson y Hematoxilina-

Eosina.

Luego de la revision de los cortes coloreados, se eligieron algunas

secciones, en las que se emplearon las siguientes técnicas:
Técnicas histoquimicas:

v' Reaccion del dcido periddico de Schiff (PAS) (Mc Manus,
1946; Hotchkiss, 1948), para la deteccion de
glicoconjugados.

v' Técnica de Azul Alcian (AB) (pH 2.5) (Steedman, 1950;
Mowry, 1956), para detectar glucosaminoglicanos dcidos.

v' Suddn Black (Sheehan y Storey, 1947), para poner de
manifiesto la presencia de fosfolipoproteinas.

» Coloraciones especificas para elementos conectivos:
v' Técnica de Gomori, para evidenciar fibras reticulares

(Gomori, 1937)

Los cortes histoldgicos coloreados se observaron con un microscopio

Optico Nikon AFM.

Los registros fotogrdaficos se realizaron con un microscopio éptico
Olympus BX5, equipado con una cdmara digital Olympus Camedia Mod. C-

7070, Wide Zoom.
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11.3.2: Cortes semifinos y microscopia electrénica

Al material destinado a microscopia electronica, se le realizo una
primera fijacion en glutaraldehido al 2,5% en buffer cacodilato 0,05 M, con 12%
de sacarosa y frazas de cloruro de magnesio (Hyder et. al., 1983), a 4 °C
durante 12 horas. Posteriormente se realizé una segunda fijacion con OsO4 al
1%, en el mismo buffer y a 4°C, por 90 minutos. Luego de varios lavados, se
realizd la deshidratacidn con concentraciones crecientes de acetona, para
finalizar infiltrando el material en resina Spurr de baja densidad. La
polimerizacion se llevé a cabo a 60°C, durante 12 hs. Se realizaron cortes
semifinos (0,5 um) y ultrafinos (70-100 nm) con un ultramicrétomo Supernova,

Reichert-Jung.

Los cortes semifinos, se colorearon con azul de metileno-azur Il- fucsina
bdsica. Los cortes ultrafinos, se montaron sobre grillas de cobre de 200 mesh y
se confrastaron con citrato de plomo y acetato de uranilo (Reynolds, 1963). La
observacion se realizd en un microscopio electronico de transmision Jeol CX I,
ubicado en el Centro Cientifico Tecnoldgico de Bahia Blanca (CCT-CONICET-

BB).

I1.4: INDICADORES RELACIONADOS CON LA BIOLOGIA REPRODUCTIVA

La metodologia detallada de este inciso puede verse en el Capitulo V.
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[Laminas
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Figura II.1: Golfo San Matias. Fuente: Google maps. Inserto: ubicacién geogréfica del

golfo.

Figura I1.2: Zona costera de San Antonio Oeste (SAO) (pleamar).

Figura II.3: Zona costera de San Antonio Este (SAE), “Playa de las Conchillas”.
Figura I1.4: Planta pesquera Rio Salado (SAO).

Figura II.5: Planta pesquera Perla del Este (SAE).
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Figuras I1.6 y II.7: Muestreos. I11.6) Planta pesquera Rio Salado I1.7) Planta pesquera
Perla del Este.

Figuras I1.8 y 11.9: Embarcacién “Viernes Santo”.

Figura I1.10: Ejemplar maduro de A. platana en el que se indica como fueron tomadas las

medidas morfométricas.

Referencias: Ad: ancho de disco; Lt: largo total (desde la punta del hocico hasta el extremo

de la cola).
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Figuras I1.11 y I1.12: Machos inmaduros. II.11: detalle de los claspers (A. platana). 11.12:

sistema genital masculino (S. bonapartii).

Figuras I1.13 y I1.14: Machos en maduracién. I1.13: claspers (A. platana). 11.14: Sistema

genital masculino (8. bonapartii).

Figuras I1.15 y I1.16: Machos maduros. I1.15: claspers bien desarrollados (4. platana)

I1.16: sistema genital masculino (4. platana).

Referencias: Cd: conducto deferente; Co: conductos; Ep: epididimo; Flechas rojas:
claspers; Ge: glandula del clasper; Oe: 6rgano epigonal; Ri: rindn;Te: testiculo; Vs: vesicula

seminal.
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Figura I1.17: Sistema genital de una hembra inmadura de A. platana.
Figura I1.18: Sistema genital de una hembra en maduracién de A. platana.

Figuras I1.19 y I1.20: Sistemas genitales de hembras maduras de A. platana. 11.20)
Hembra grévida con presencia de cdpsulas completamente formadas en el interior de los

Gteros.

Figura I1.21: Sala de muestreo del Instituto de Biologia Marina y Pesquera Almirante

Storni (IBMPAS).

Figura I1.22: Laboratorio de Citologia, Histologfa y Embriologfa Animal (UNS-
INBIOSUR).

Referencias: Cap: cépsula; Go: glindula oviductal; Ova: ovario; Oe: érgano epigonal; Ovi:

oviducto anterior; Su: seno urogenital; Ut: Gtero.
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CAPITULO IlI: SISTEMA GENITAL FEMENINO DE Atlantoraja platana y Sympterygia

bonapartii.

En este capitulo solo se estudia la morfologia e histologia de las hembras
de Atlantoraja platana. La morfologia e histologia de las hembras de
Sympterygia bonapartii fue realizada por Diaz Andrade (2010). Por otra parte,
el andlisis de talla macroscoépica y microscoépica de inicio vitelogénesis se

estimé para ambas especies.

l11.1: OVARIO

l1.1.1: INTRODUCCION

Los condrictios exhiben una gran diversidad de modos reproductivos,
que van desde la oviparidad a la viviparidad, ya sea placentaria o no
(Compango, 1990; Musick vy Ellis, 2005; Awruch, 2015; Galindez, 2016) (vease

Cap I: Introduccidén general).

Los ovarios y testiculos se desarrollan a partir de masas pares de tejido
mesodérmico y estdn ubicados a cada lado del mesenterio dorsal, dentro de
la cavidad peritoneal (Wourms, 1977; Dodd, 1983; Callard et. al., 1989; Hamlett
y Koob, 1999). Estas “masas indiferenciadas” crecen dentro del celoma en
desarrollo y luego son invadidas por células germinales primordiales, que con el

tiempo, dardn lugar a ovogonias o espermatogonias (Mc Millan, 2007).

En la mayoria de los vertebrados, el tejido somdatico de cada gdnada
tiene un origen doble, ya que se desarrolla a partir de dos fuentes
mesenquimdaticas distintas, pero estrechamente asociadas. Por un lado, estd la

corteza, que deriva de una proliferacion del epitelio celdmico y su destino es
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convertirse en el ovario y por ofro lado estd la médula, que proviene de una
proliferacién celular medial y origina el testiculo. Normalmente, una de estas
porciones crece rapidamente, mientras que la otra no se desarrolla, por lo que
el sexo del individuo se expresa fenotipicamente en un estadio embriolégico
muy temprano. Este patrén de diferenciacion gonadal es caracteristico de los
elasmobranquios y de los tetrdpodos (Hoar y Randall, 1969; Wourms 1977; Mc

Millan, 2007).

Como se menciond anteriormente, los ovarios de los peces
cartfilaginosos se desarrollan como estructuras pares a lo largo de la pared
dorsal del celoma. En varias especies, uno de los ovarios, ya sea el derecho o
el izquierdo, deja de madurar. El ovario funcional puede ser el derecho, como
ocurre en la mayoria de los tiburones viviparos (ej. Mustelus schmitti, Galindez
et. al., 2014) o el izquierdo, como en algunas especies de rayas viviparas (ej.

Myliobatis goodei, Colonello et. al., 2013).

Desde el punto de vista anatdmico, los ovarios pueden ser de dos tipos:
compactos o desnudos (Nelsen, 1953). El primer fipo de ovario produce pocos
foliculos de gran tamano, normalmente de 20 a 60 mm de didmetro. La otra
variante, produce muchos foliculos pequenos que rondan entre los 3y 5 mm

de didmetro (Mattheus, 1950; Pratt, 1988).

El ovario de estos peces, como el de todos los vertebrados, cumple tres
funciones principales: formacioén de gametas; transferencia y acumulaciéon de

vitelo y sintesis y secrecion de hormonas.
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Los objetivos del presente capitulo fueron:

v Analizar las caracteristicas histoldgicas, citoldgicas y
ultraestructurales del ovario de A. platana y su variacion segun el
estadio de madurez.

v' Analizar las relaciones morfométricas microscépicas de los
diferentes componentes foliculares en A. platana.

v Analizar la dindmica estacional de los foliculos a nivel
MacroscoOpico para ambas especies.

v' Determinar la talla macroscopica y microscopica de inicio de

vitelogénesis de ambas especies.

1.1.2: MATERIALES Y METODOS

Para el andlisis microscopico se trabajé con 53 hembras de A. platana y
45 ejemplares de S. bonapartii, de los tres estadios madurativos determinados
de acuerdo al criterio de Stehmann (2002) (véase capitulo Ill: Determinacion

del estadio de madurez)

Las disecciones se realizaron abriendo la cavidad abdominal de las
hembras, desde la apertura de la cloaca, siguiendo un trayecto circular. Una
vez abierta esta cavidad, se extrajo el higado y el tubo digestivo a fin de que
guedaran expuestos los érganos genitales (Figs. lIl.1.1 y 1ll.1.2). Estos Ultimos se
extrajeron completos, separdndolos cuidadosamente de la cavidad del

cuerpo y cortando los mesenterios (véase capitulo II: Figs. II.17, 11.18, 1. 19 y 11.20).
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I1l.1.2.1: Medicién de foliculos a nivel macroscépico

Los ovarios de ambas especies se fijaron en formol al 10% en agua de
mar. Luego, en el laboratorio, se divulsionaron cuidadosamente, separando los
ovocitos de diferente tamano. El didmetro y la coloraciéon de cada uno de
ellos (blanco, amarillento y amairrillo) fueron registradas. El didmetro se midié en
milimetros, ufilizando un calibre digital marca SOMET con precision de 1/20 mm.
Los resultados se tabularon para su posterior andlisis. Los ovocitos se agruparon
por estaciones del ano y de acuerdo a su coloracion. Se realizdé un diagrama

de cajas y brazos para evaluar su distribucién temporall.

11l.1.2.2: Andlisis microscopico: foliculogénesis y morfometria

Para la interpretaciéon de la foliculogénesis, los foliculos se clasificaron en
5 estadios de desarrollo: 1: foliculos primordiales; 2: foliculos primarios; 3:
foliculos en desarrollo sin indicio de vitelogénesis; 4: foliculos en desarrollo con
indicio de vitelogénesis (granulos de vitelo); 5: foliculos vitelados (con placas

de vitelo).

Una vez coloreados los cortes de ovario, se observo la estructura
general y se registraron las siguientes medidas en micrometros (um), utilizando

para ello un ocular micrométrico (Fig. IIl.1.3):

e Didmetro folicular

e Didmetro del ovocito

e Didmetro del nicleo

e Espesor de la zona peltcida

e Espesor del epitelio folicular o granulosa
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e Espesor de las tecas

En cada foliculo observado, se registrd la presencia o no de vitelo a fin
de determinar la talla microscépica de inicio de vitelogénesis (didmetro menor
en el que el citoplasma del ovocito comienza a acumular vitelo en forma de
pequenos granulos suboolémicos). Al tomar estos datos, se tuvo la precaucion
de medir sélo aquellos foliculos cortados en el plano medio, con el fin de
asegurar el registro de la talla real. En el caso de ovocitos de forma irregular, se

realizd un promedio entre el didmetro mayor y el didmetro menor.

Los datos fueron tabulados para, posteriormente, realizar diferentes
andlisis. Por un lado, se estudié la representatividad de cada una de las
estructuras que componen el foliculo, segun el estadio de madurez de los
mismos. Por otro lado, se estudio la dindmica de la zona pelUcida en relacidon
al epitelio folicular y al didmetro del ovocito. Todos estos andilisis se realizaron

utilizando el software estadistico INFOSTAT (Di Rienzo et. al., 2011).

Ademds, se interpretd la reaccion de los tejidos a las coloraciones
especificas y técnicas histoquimicas. Todo lo observado se registrod

fotogrdficamente.

I11.1.3: RESULTADOS

I11.1.3.1 Descripcion macroscopica de los ovarios de A. platana.

El sistema reproductor de las hembras se encuentra suspendido de la

pared dorsal del cuerpo por mesenterios delgados de tejido conectivo laxo.
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Estd formado por un par de ovarios, un ostium, un par de oviductos anteriores,
un par de gladndulas oviductales o nidamentales y un par de Uteros, los cuales

desembocan en un Unico seno urogenital (Fig. Ill.1.2).

Ambos ovarios son funcionales y estdn comprimidos dorsoventralmente.
Los mismos se encuentran asociados al érgano epigonal (6rgano linfomieloide
exclusivo de los peces cartilaginosos). La relacion entre ambas estructuras es
inversa, por lo cual, en hembras inmaduras, predomina el parénguima
linfomieloide, en tanto que en las maduras, éste queda relegado a una

estructura blanquecina bordeando el ovario (Figs. lI1.1.2; 111.1.4; 111.1.5; 111.1.6)

Dentro de los diferentes estadios de madurez, las hembras inmaduras
presentaron ovarios blanquecinos y homogéneos aplanados dorso-
ventralmente. El tejido ovdarico es casi imperceptible a ojo desnudo,
observdandose indicios del mismo en la zona craneal del érgano epigonal

(Fig.lll.1.4).

En las hembras en maduracion, el tejido germinal presenta un aspecto
granular por la presencia de ovocitos pequenos blanquecinos o translucidos
(Fig. lll.1.5). Las hembras maduras, exhiben ovarios mdas grandes, con ovocitos
de diferente tamano y grado de vitelacion (Fig. lll.1.6). El color amarillento en

los foliculos es un indicio macroscopico de presencia de vitelo.
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111.1.3.2: Medicion de foliculos a nivel macroscépico de A. platana y S.

bonapartii.

En A. platana, la variacién del didmetro de los distintos tipos foliculares,
a lo largo de las cuatro estaciones, pueden observarse en la (Fig.lll.1.7a). Los
didmetros promedio para los foliculos amarillentos (n: 32) y amarillos (n: 91) fue
de 7,58 mm (DE: 0,46) y 18,22 mm (DE: 0,81), respectivamente. El didmetro
maximo registrado fue de 44 mm (foliculo amarillo) y el menor didmetro
registrado para los foliculos que inician la vitelogénesis (amarillento) fue de 3,4

mm.

En S. bonapartii, la variacién del didmetro de los distintos tipos
foliculares, a lo largo de las cuatro estaciones puede observarse en la (Fig.
l11.1.7b) Los didmetros promedio para los foliculos amarillentos (n: 103) y
amairillos (n: 100) fue de 4,96 mm (DE: 1,97) y 14,62 mm (DE: 6,31),
respectivamente. El didmetro maximo registrado fue de 28 mm (foliculo
amarillo) y el menor didmetro registrado para los foliculos que inician la

vitelogénesis (amarillento) fue de 1,58 mm.

111.1.3.3 Descripcion microscopica de los ovarios de A. platana

Generalidades

El ovario se encuentra tapizado por un epitelio cilindrico simple ciliado
que, al plegarse en ciertos sectores, adopta el aspecto de
pseudoestratificado. Por debajo, se encuentra una delgada tunica albuginea

de tejido conectivo denso muy vascularizado (Figs. lIl.1.8a y 1Il.1.8b). En las
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hembras inmaduras, los foliculos se ubican inmediatamente por debajo de la
albuginea (Figs. lll.1.9a), en tanto que en las maduras, éstos se internalizan y
ocupan la mayor parte del parénquima, desplazando el tejido linfomieloide
hacia la regién caudal (Fig. lll.1.9b). La organizacién del parénquima ovdarico

no muestra ninguna segregacién en corteza y médula.

Cada foliculo consta, desde adentro hacia afuera, de: un ovocito, una

zona pelucida, un epitelio folicular o granulosa y dos tecas (Fig. l11.1.3).

A medida que los foliculos maduran y aumentan de didmetro, estos
componentes se mantienen, variando estructuralmente en su participacion

relativa en relacién al tamano total del foliculo.

Ovogénesis y Foliculogénesis

e Ovogonias

Estas células pudieron identificarse en solo dos ovarios de hembras
inmaduras, en muy escasa cantidad y ubicadas por debajo del epitelio
ovdrico. Las ovogonias se caracterizan por presentar un nicleo grande y
eucromdatico (relacién nucleo: citoplasma alta) y un nucléolo evidente. Se
aprecia una intima relacion con las células pre-foliculares que la rodean (Fig.

l11.1.10). Siempre se encontraron en forma aislada, sin formar “nidos”.

e Foliculos Primordiales (estadio I)

A medida que las ovogonias aumentan de tamano, las células
foliculares se tornan planas y se disponen alrededor, definiendo el foliculo

primordial. El oocito muestra el citoplasma levemente aciddfilo, con cuerpos
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de Balbiani, que se pueden ver como agregaciones intensamente coloreadas
cercanas al ndcleo. Este es grande, con acUmulos de cromatina (“lampbrush
chromosomes”) y con un nucléolo evidente. En esta etapa, se produce el inicio
de la formacion de la zona pelucida, que se observa como una delgada linea
difusa. Por fuera, se encuentra tejido conectivo moderadamente denso, pero

aun no se pueden diferenciar las tecas (Fig. lll.1.11).

e Foliculos Primarios (estadio II)

A medida que la foliculogénesis avanza, los foliculos primordiales
atraviesan cambios que desembocan en la formacién del foliculo primario. En
esta etapa, las células foliculares planas se tornan poliédricas, con un nucleo
redondo y heterocromdtico. Las células foliculares son numerosas y se
disponen en un solo estrato. Entre ellas, comienza a diferenciarse otro fipo
celular: las células foliculares globosas, las cuales presentan un citoplasma
aciddfilo y un nicleo eucromdtico (Figs. lIl.1.12 y lll.1.13a). En el citoplasma
ovocitario se siguen observando cuerpos de Balbiani. La zona pelUcida
circunscribe por completo al ovocito. Esta se observa como una delgada
capa hialina iregular, que reacciona positivamente al PAS y al AB pH 2,5 (Figs.
I1.1.13 a 'y b). Por uUltimo, comienza a diferenciarse la zona externa, pero ain no

se distinguen claramente las tecas (Fig. Il.1.12).

e Foliculos en desarrollo sin y con indicio de vitelogénesis (estadio lll y IV)

A medida que los ovocitos incrementan su tamano, las células
foliculares cuUbicas crecen en altura y se tornan columnares (Fig. l1l.1.14).

Cuando los foliculos alcanzan las 600 um (0,6 mm) de didmetro, el epitelio
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folicular comienza a estratificarse (Fig. lll.1.15). Cuando llegan a una talla
promedio de 2,12 mm de didmetro, se inicia la acumulaciéon de vitelo, en
forma de pequenos granulos con escasa afinidad tintorial (Fig. Ill.1.15). El
foliculo mds pequeno encontrado en A. platana, donde se observaron indicios
del comienzo de la vitelacién media 0,8 mm de didmetro. Las células
foliculares columnares y las globosas, se encuentran entremezcladas (Figs.

N.1.15y 1I1.1.16).

En esta etapa del desarrollo, ademds, se puede observar una clara
interaccion entre el oocito y las células foliculares: por un lado, el oolema se
pliega formando un borde refringente y por otro lado, las células foliculares
emiten proyecciones que atraviesan la zona pelUcida (Fig. lll.1.17). Las tecas
estdn totalmente diferenciadas, en una teca interna fibrosa muy vascularizada
y una teca externa de aspecto glandular, con células cUbicas bajas, de

nucleo esférico y eucromatico (Fig. lll.1.18).

e Foliculos vitelados (vitelo en placas) (estadio V)

El didmetro medio, estimado microscépicamente, para los foliculos que
presentaban placas de vitelo, fue de 4,15 mm (4150 um, ES=197,8) y la talla
mas pequena registrada fue de 2,5 mm (2500 um, ES= 82,3). Las placas
vitelinicas son ovaladas y aumentan de tamano en forma centripeta (Figs.
.1.16 y 1lI.1.19). La tunica folicular presenta granulos Suddn B (+), tanto en el
citoplasma de las células, como en los espacios intercelulares dilatados (Fig.
l11.1.19). Ambos fipos de células foliculares tienden a segregarse, ubicandose
las columnares mds cerca de la membrana basal folicular y las globosas mdas

cercanas al ovocito. A medida que el foliculo aumenta de didmetro, los
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diferentes componentes disminuyen su espesor y la granulosa se torna,

nuevamente, unilaminar (“efecto globo”) (Fig. Ill.1.19).

e Cuerpo lUteo

Una vez que los oocitos son liberados, las células foliculares permanecen
en el ovario para formar el cuerpo luteo (Fig. Ill.1.20a). Las células luteinicas son
altas, con citoplasma eosindfilo, ndcleo basal heterocromdtico y la superficie
apical iregular (Fig. Ill.1.20b). Entre estas células pueden observarse, en escasa
cantidad, células globosas hipertrofiadas (Fig. I11.1.20c). En un estado mds
avanzado, el cuerpo lUteo se retrae cada vez mds y va siendo invadido
progresivamente por tejido conectivo denso. En algunos casos, los cuerpos
lUteos presentan una gran infiltracion linfocitaria, formando una capa entre las

células luteinicas y el tejido conectivo (Figs. lll.1.21 ay b).

e Cuerpos atrésicos

Cuerpos atrésicos de diferentes tamanos fueron encontfrados en todos
los estadios madurativos de las hembras. En este proceso, las células mueren y

el espacio es rellenado por tejido conectivo denso, el cual finalmente

adquiere el aspecto de una cicatriz (Fig. 111.1.22).

1l.1.3.4: Micromorfometria ovdrica de A. platana

En la Fig. ll.1.23 se representan los didmetros foliculares a lo largo de la
foliculogénesis. En el grafico puede observarse un aumento exponencial del

didmetro folicular hasta el comienzo de la meiosis.
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A medida que el ovocito aumenta en didmetro, cada uno de los
componentes que forman el foliculo (tecas, granulosa y zona peldcida)

disminuyen su espesor (Fig. lll.1.24).

Existe una correlacion (Coeficiente de correlacion de Pearson: 0.592,
p<0.0001) entre el patrén de crecimiento de la zona pelUcida y la capa

folicular (Fig. I1l.1.25).

Por otro lado, el grosor de la zona pelUcida se incrementa alo largo de
las etapas previtelogénicas y vitelogénicas, para disminuir notablemente

cuando el foliculo llega a etapas mdas avanzadas del desarrollo (Fig. 111.1.26).
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111.1.4 DISCUSION

El plan de organizacién de los peces cartilaginosos es un modelo
sumamente conservado a lo largo de mds de 400 millones de anos
(McEachran y Dunn, 1998; Musick y Ellis, 2005). En este contexto, la morfologia
general del sistema reproductor de A. platana concuerda con lo observado
para la mayoria de los Rdjidos (Maruska et.al., 1996; Chatchavalvanich y
Visuttipat, 1997; Acero et. al., 2008; Diaz Andrade et. al., 2011; Wehitt et. al.,
2015), asi como también la relacién existente entre el drgano epigonal y el
ovario a lo largo de la ontogenia (Koob y Callard, 1991; Maruska et. al. 1996,
Chatchavalvanich y Visuttipat, 1997; Galindez y Aggio, 2002; Acero ef. al.,
2008; Diaz Andrade et. al., 2009; 2011; Serra Pereira et. al., 2011; Wehitt et. al.,
2015). Esta estructura es el principal érgano granulopoyético de los Condrictios.
Estd infimamente asociado a las génadas vy su relacién varia con la madurez
sexual y con la especie (Galindez y Aggio, 2002). En la raya platana, el érgano
epigonal es notorio en todas las hembras, aunque menos representado,

proporcionalmente, en las maduras.

En todos los vertebrados los ovarios cumplen un rol predominante en la
fisiologia reproductiva: produccidon de gametas, transferencia y acumulacion
de vitelo, biosintesis y secrecién de hormonas (Storrie, 2004). El ovario de A.
platana presenta, en lineas generales, foliculos en desarrollo de varios
tamanos, foliculos atrésicos y cuerpos lUteos, todos embebidos en una matriz
conectiva. Este patrén de distribucion se observa en otros Batoideos
(Chatchavalvanich y Visuttipat, 1997; Hamlett y Koob, 1999; Barone et. al.,

2007; Diaz Andrade et. al., 2011).
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El epitelio cilindrico simple ciliado que recubre el ovario es comuin en
Rdjidos (Barone et. al., 2007; Diaz Andrade et. al., 2009; 2011; Wehitt et. al.,
2015). La presencia de especializaciones en la membrana apical pueden
asociarse con el movimiento del évulo hacia el oviducto (Metten, 1944). Por
otra parte, la existencia de fibras conectivas y células musculares lisas en la
tUnica albugineaq, se correlacionarian con los grandes cambios de volumen
que muestra el érgano a lo largo del ciclo reproductivo y con la capacidad de
generar una red de contencién estructural, que sostenga a los numerosos
foliculos de tamano importante y mediano, que se encuentran en hembras

reproductivas.

El reclutamiento de los foliculos esta mediado por la relaciones
establecidas entre la cogonia, las células pre-foliculares y los factores de
crecimiento (Hutt y Albertini, 2007; Oktem y Oktay, 2008). Durante el desarrollo
embrionario, las células germinativas primordiales se originan en el endodermo
y migran al cordén germinativo, en donde se asocian a células pre-foliculares
para finalmente fransformarse en una oogonia (Motova y Cooley, 2001). En la
raya platana, las oogonias se encontraron, en escasa cantfidad, aisladas y solo
en ejemplares inmaduros. El mismo patrén ha sido registrado en Zearaja
chilensis (Wehitt et. al., 2015). En la raya Torpedo marmorata, en cambio, la
ovogénesis ocurre muy temprano en la vida y continua incluso hasta después
del nacimiento (Prisco et. al., 2001). La presencia de ovogonias en etapas
iniciales del desarrollo de los individuos es comUn en otros condrictios como
Mustelus antarticus (Storrie, 2004). Sin embargo, existen ejemplos de peces
cartilaginosos en los cuales estas células estdn presentes en hembras en

maduracion (S. bonapartii, Diaz Andrade et. al., 2011) e incluso en hembras
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gestantes (Mustelus schmitti, Galindez et. al., 2014). Existen especies, incluso, en
las cuales no se registrd la presencia de ovogonias en ninguno de los
ejemplares estudiados (Raja clavata; Serra Pereira et. al., 2011). Todas estas
diferencias podrian estar asociadas a la capacidad reproductiva de cada
especie, que depende, enfre ofras cosas, del nUmero de células inmaduras de
las que pueden reclutarse las gametas (Mc Millan, 2007). De esta manera, la
presencia de ovogonias solo en etapas fempranas del desarrollo, como ocurre
en este caso, podrian asociarse a una menor capacidad reproductiva. Esta
situacion soporta la categorizacion de la especie como “vulnerable”,

realizada por la IUCN.

El estudio histoldgico realizado en este trabajo mostré en los ovarios de
A. platana, foliculos en diferentes etapas de desarrollo en todos los estadios
madurativos de las hembras. Estas estructuras estén conformadas por un
epitelio folicular asociado a su ldmina basal y un revestimiento tecal, tal como
ha sido observado para la mayoria de los condrictios (Walker, 2005) y de los

vertebrados, en general (Mc Millan, 2007).

El proceso de desarrollo y maduraciéon de los foliculos se denomina
foliculogénesis y puede dividirse en dos etapas consecutivas: previtelina y
vitelina. En la primera, los ovocitos experimentan un incremento progresivo de
tamano debido a la acumulacion de precursores de ADN, ARN y proteinas,
seguido por un aumento del niUmero de organelas subcelulares (Davidson,
1994; Barone et. al., 2007; Beyo et. al., 2008). En A. platana se observo el
incremento progresivo del didmetro folicular, a medida que se avanza en las

etapas de la foliculogénesis. A nivel citoldgico, la presencia de “lampbrush
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cromosomes” o cromosomas en escobilla, pone en evidencia la actividad
metabdlica del ADN. Por otra parte, en los foliculos primordiales, como en los
foliculos en desarrollo, se observaron cuerpos de Balbiani, los cuales estdn
asociados a la biosintesis de proteinas y serian claves para la actividad

metabdlica que antecede a la acumulacion de vitelo (Brusle et. al., 1989)

La foliculogénesis en los batoideos ha sido estudiada en un niUmero
reducido de especies, tales como Aflantoraja castelnaui y Z. chilensis (Oddone
et. al., 2005; Wehitt et. al., 2015), Raja asterias (Andreuccetti et. al., 1999), T.
marmorata (Prisco et. al., 2001; 2002), Urolophus jamaicensis (Hamlett et. al.,
1999), Raja clavata (Serra Pereira et. al., 2011) y Sympterygia acuta y S.

bonapartii (Diaz Andrade et. al., 2009; 2011).

En los ovarios de todos los vertebrados se ha observado que existe una
relacidon muy estrecha entre el ovocito en crecimiento y las células foliculares
que lo rodean (Andreucetti et. al., 1999). En los condrictios, en un principio, la
capa folicular o granulosa estd compuesta por una sola capa de células que
pueden presentar cambios en la forma, famano y arquitectura a lo largo del
crecimiento y maduracion (Gracan et. al., 2013). Mientras que en algunas
especies, esta capa puede presentarse unilaminar y monotipica, en otras
puede estratificarse y diferenciarse en varios tipos celulares (Guraya, 1986; Mc
Millan, 2007). En A. platana el epitelio folicular comienza como una capa
simple y a medida que avanza el proceso de foliculogénesis, se estratifica para
terminar, nuevamente, en una monocapa en los foliculos a término. En otros
batoideos, estas células se estratifican pero nunca retornan al estado de

monocapa (Prisco et. al., 2002; Barone et. al., 2007). El aumento del tamano de
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la granulosa a expensas de la estratificacion celular, puede atribuirse a un
incremento de la produccién infrinseca de hormonas esteroideas (Hamlett y

Koob, 1999; Cavanagh y Gibson, 2007).

En la mayoria de los rdjidos, como por ejemplo en T. marmorata, se
observaron distintos tipos celulares conformando la granulosa (Guraya, 1978;
Pratt, 1988; Prisco et. al., 2001). En A. platana se distinguieron dos tipos
celulares, aligual que en S. acuta y S. bonapartii (Diaz Andrade et. al., 2009;
2011). Esta diversidad de morfotipos requiere de un abordaje multidisciplinario

y serd objeto de estudios posteriores.

La vitelacion es el proceso por el cual se acumula vitelo en el ooplasma.
La acumulacion de este “plasma germinativo” contribuye, en gran medida, al
incremento del didmetro folicular y es bdsico para el posterior desarrollo
embrionario (Mannire et. al., 2004; Barone et. al., 2007). En el comienzo del
proceso, los foliculos se caracterizan por la presencia de pequenos gldbulos de
vitelo dispersos en la periferia del citoplasma. En los foliculos mds grandes, los
precursores tienden a empaquetarse, formando discos elipticos (Prisco et. al.,
2002; 2007). La maduracién de los precursores vitelinicos en forma centripeta es
un aspecto comun en otros elasmobranquios (M. schmitti, Galindez et al.,

2014).

En A. platana, asi como en ofros elasmobranquios (Galindez et. al., 2014;
Wehitt et. al., 2015), se observd en los espacios intercelulares y en el citoplasma
de las células de la granulosa de los foliculos vitelados, la presencia de
grdnulos Suddn B positivos. Los precursores del vitelo son sintetizados por el

higado y transportados por los vasos sanguineos al foliculo, para luego ingresar
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al ooplasma. (Prisco et. al., 2002). En esta especie, asi como en M. schmitti
(Galindez et. al., 2014), existe evidencia de que no solo hay translocaciéon a
través de los espacios intercelulares, sino que existiria, paralelamente, un

transporte franscitoplasmatico.

La zona pelucida es una delgada capa acelular que rodea al ovocito
de los vertebrados (Mc Millan, 2007). Algunas de las funciones que se le han
atribuido son: la contribucién a la reaccidén acrosémica, la provision de lugares
de anclaje para receptores de superficie del espermatozoide, la prevencion
de la poliespermia y la participacién en la supervivencia embrionaria (Ravaglia
y Maggese, 2003; Modig et. al., 2007). Es probable que esta estructura cumpla
las mismas funciones en los peces cartilaginosos. En los condrictios se presenta
como una capa dindmica atipica, que incrementa su espesor drdsticamente,
alcanzando anchos extremos (Davenport et. al., 2011). En A. platana la
deposicion de la zona pelucida comienza a observarse en los foliculos
primordiales. El grosor de esta region mostré un marcado incremento durante
la etapa previtelogénica y un posterior adelgazamiento durante la
vitelogénica. Esto Ultimo podria deberse a un aumento del didmetro folicular.
En cuanto a la histoquimica, se observé la presencia de glucoproteinas dcidas
y neutras, al igual que en S. acuta y S. bonapartii (Diaz Andrade et. al., 2008;

2011).

A. platana, como otros rdjidos (Diaz Andrade et. al., 2008; 2011; Wehitt
et. al., 2015), tiene dos tecas por fuera de la granulosa. La intferna incrementa
su vascularizacion en el comienzo de la vitelacion. Esto puede interpretarse

como una adaptaciéon para optimizar el flujo de precursores vitelinos. La teca
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externa, por su parte, es de naturaleza glandular y se le atribuyen funciones

esteroideogénicas, que contribuirian con dicho proceso (Prisco et. al., 2002).

En los elasmobranquios, los cuerpos IUteos se forman como resultado de
dos procesos diferentes: la ovulacion en si misma y la atresia folicular. Este
fendmeno puede ocurrir tanto en especies oviparas, como A. platana, o en
especies viviparas, como Squalus acanthias y M. schmitti (Jones y Ugland, 2001;
Galindez et. al., 2014). Por lo tanto, la presencia de estas estructuras no estaria
necesariamente asociada a condiciones de gestacion (Hisaw y Hisaw, 1959;
Galindez et. al., 2014). En algunas especies, los cuerpos lUteos accesorios se
forman por luteinizacion de foliculos que no ovularon y se denominas “corpora
lutea atretica” (Callard et. al., 1992). Esto podria ser la causa de la infiltracién
linfocitaria observada en los cuerpos lUteos de la raya platana. Sin embargo,
se requieren mas estudios a nivel molecular para elucidar la participacion de
estas células inmunocompetentes y de esta manera ver si estén asociadas a

una respuesta inflamatoria.

La atresia es un evento muy frecuente en los condrictios y puede
desencadenarse en cualquier etapa del desarrollo folicular (Hisaw y Hisaw,
1959; Hamlett y Kobb, 1999). En A. platana, los foliculos atrésicos se observaron
en hembras de diferente estadio madurativo y en foliculos en cualquier etapa
de desarrollo. Puede considerarse que es un mecanismo regulador adaptativo,
en funcion de las condiciones ambientales que prevalecen en la temporada
de puesta o un mecanismo regulador infrinseco que modula el nUmero final de
foliculos a reclutar y, por lo tanto, definiria la fecundidad de la hembra. De

cualquier forma, el abordaje del estudio de fecundidad en peces
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cartilaginosos oviparos es muy complejo y dificultoso de realizar en
poblaciones naturales. Tal vez un acercamiento al mismo, a fravés de estudios
en ambientes controlados, podria esclarecer el papel de la atresia y

establecer la fecundidad de cada especie.

La continua actividad reproductiva de A. platana, presupone una alta
tasa de desarrollo de foliculos ovdricos. En esta especie, se observd la
presencia de ovocitos pre-vielogénicos (blancos) a lo largo de todo el ano, al
igual que en S. bonapartii. Estos ovocitos pueden ser considerados como un
grupo de reserva. También se observaron ovocitos vitelogénicos (amarillentos y
amairillos) a lo largo de las cuatro estaciones. Los didmetros mayores de los
ovocitos vitelados se encontraron en primavera. Coller (2012) registrd, para la
misma especie, didmetros mayores en las estaciones de otono y verano.
Probablemente, esta diferencia se debba a un mayor niUmero de ejemplares
analizados. En S. bonapartii se observd que los didmetros mayores se
registraron en verano, coincidiendo en parte con los valores hallados por

Estalles (2012) para la misma especie.

A. platana presentd una diferencia notable entre el didmetro folicular
de inicio de la vitelogénesis a nivel microscépico y macroscopico
(aproximadamente de 2 mmy 7,8 mm, respectivamente). Para esta misma
especie en la poblacion de Brasil, Oddone et. al. (2008), estimaron
macroscoépicamente el inicio de la vitelogénesis cuando los foliculos alcanzan
los 7 mm, coincidiendo con los hallazgos de este trabajo, pero no da ninguna
referencia a valores microscopicos. La confirmacion del inicio del compromiso

reproductivo de la hembra en tallas foliculares menores que las observadas a
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ojo desnudo, podria conducir a una subestimacién del nUmero de foliculos
vitelados y, por ende, a una sobrestimacion de la talla de primera madurez.
Todo ello conlleva a subestimar el potencial del recurso. En este trabajo, se
plantea por primera vez la talla microscodpica de inicio de vitelogénesis para A.
platana. Si bien no se realizd el estudio detallado de la morfologia ovdrica de
S. bonapartii, se determind el valor medio de inicio de vitelogénesis
microscopico y macroscopico (aproximadamente 1,58 mmy 4,96 mm,
respetivamente), en la poblacién del Golfo. Este es cercano al registrado por
Diaz Andrade (2010) (1,2 mm), para la poblacién del estuario de Bahia Blanca.
Es probable que el comienzo y la dindmica de la vitelogénesis sean propias de
cada especie y estén modeladas por las condiciones ambientales y

hormonales.

Por otro lado, la talla folicular méxima registrada en este trabajo para A.
platana fue de 44 mm, lo que difiere del valor reportado por Oddone y
Amorim (2008) (25 mm), pero estd cerca de la talla registrada por Coller (2012)
(47 mm) para la misma especie. Estas diferencias podrian deberse a que
provienen de poblaciones distintas, que se encuentran separadas por unos 20°
de latfitud y que, en el caso de los ejemplares empleados en este trabajo,
provienen de una zona mds protegida, como es el golfo San Matias, en tanto

que las muestreadas en Brasil, son de mar abierto.

En S. bonapartii la talla folicular méxima registrada fue de 27,5 mm. Esta
talla de asemeja a la reportada por Diaz Andrade (2010) (26,30 mm) en el
estuario de Bahia Blanca vy difiere de la registrada para la misma especie en el

golfo (38 mm:; Estalles, 2012). La diversidad en las tallas puede atribuirse, ya sea
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a diferencias ambientales y/o climdticas entre los anos muestreados en los dos

trabajos, como a la cantidad de ejemplares muestreados.

En los Ultimos anos, 1os instrumentos histoldgicos han sido reconocidos
como cruciales para los estudios reproductivos, permitiendo mejorar la
eficacia de las opciones de manejo (Alonso Ferndndez et. al., 2011). En este
sentido, el andlisis microscépico realizado en esta seccidon del capitulo,
proporciona no solo informaciéon mds precisa sobre la morfologia y la dindmica
de las gonadas femeninas, sino que también demuestra un enfoque
complementario que puede contribuir a un mayor conocimiento y cuidado de

la especie.
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Figura III.1.1: Apertura de la cavidad abdominal de una hembra madura de A. platana.
Figura III1.1.2: Ubicacién de los érganos genitales de una hembra madura de A. platana.

Figura III.1.3: Foliculo en desarrollo en donde se indican las medidas registradas para el

andlisis morfométrico.

Figuras II1.1.4; I11.1.5 y II1.1.6: Ovarios de una hembra de A. platana inmadura, en

maduracién y madura respectivamente.

Referencias: Oe: 6rgano epigonal; Go: glindula oviductal; Ova: ovario; Fol: foliculos; Ut:
ttero; Ef: ancho del epitelio folicular; Te: ancho de las tecas; Df: didmetro folicular; Do:

didmetro del ovocito; Dn: didmetro del ntcleo.
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Fig.7 a. A. platana. Didmetro promedio de los previtelogénicos (blancos n:352 )
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Fig. 7b. S. bonapartii. Didmetro promedio de los previtelogénicos (blancos n: 405 )
y vitelogénicos (amarillentos n: 103 ) y (amarillos n:100)
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Figuras II1.1.7: Epitelio ovérico de A. platana. a) no plegado. Coloracién: Tricrémico de
Masson b) plegado. Coloracion: Suddn B. Por debajo de ambos epitelios, puede observarse la

tinica albuginea.

Figuras II1.1.8: vista general del ovario de A. platana donde se puede observar la
distribucién folicular. a) ovario inmaduro b) ovario maduro. Coloracién: Tricrémico de

Masson.

Figura II1.1.9: Ovogonia presente en el ovario inmaduro. Coloracién: Tricrémico de

Masson.
Figura II1.1.10: Foliculo primordial. Coloracién: Tricrémico de Masson.
Figura III.1.11: Foliculo primario. Coloracion: Tricrémico de Masson.

Figuras I11.1.12: Detalle del epitelio folicular y la zona pelicida a) PAS (+). b) AB pH 2,5
(+).

Referencias: Oe: 6rgano epigonal; Fol: foliculos; Ef: epitelio folicular; Te: tecas; Cpf:
células pre-foliculares; N: nicleo; Cfp: célula folicular plana; Cfc: célula folicular cibica;
Flecha roja: zona pelicida; Cabeza de flecha negra: cuerpos de Balbiani; Linea punteada

negra: célula folicular globosa; Linea punteada roja: célula folicular cdbica.

58| Pagina



Cap. I1I: Sistema genital femenino de A. platana y S. bonapartii

Owario

II1.1.8a

59| Pagina



Cap. I1I: Sistema genital femenino de A. platana y S. bonapartii

Owario

Figura. III.1.13: Foliculo en desarrollo sin indicio de vitelogénesis. Coloracién: Tricrémico

de Masson.

Figura. II1.1.14: Foliculo en desarrollo con indicio de vitelogénesis. Nétese el vitelo en

forma de pequefios granulos y la estratificacién del epitelio folicular. Coloracidn: Tricrémico

de Masson.

Figura. III.1.15: Foliculo en desarrollo mds avanzado, observdndose granulos de vitelo en

la periferia y placas hacia el interior del mismo. Coloracién: Tricrémico de Masson.

Figura. II1.1.16: Microfotografia electrénica de la membrana del ovocito en un foliculo en

desarrollo mostrando las prolongaciones hacia la zona peltcida.

Figura. IT1.1.17: Corte semifino de un foliculo en desarrollo en donde se pueden observa

en detalle las tecas interna y externa. Coloracion: azul de mitileno-azur Il-fucsina bdsica.

Figura. II1.1.18: Foliculo vitelado, en donde se pueden observar las placas vitelinicas.

Notese los granulos Suddn B (+) en el epitelio folicular. Coloracion: Suddn black.

Referencias: Zp: zona pelicida; N: nicleo; asteriscos: cuerpos de Balbiani; Circulo lineas
punteadas: célula globosa; Flechas azules: células cilindricas; T: tecas; Te: teca externa; Ti:
teca interna; Gv: grdnulos de vitelo; Pv: placas de vitelo; Oo: oolema; Flechas amarillas:

pliegues y proyecciones de los ovocitos; Cabezas de flechas negras: grinulos Sudan B (+).
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Figura II1.1.19 a: Vista general de un cuerpo lateo de A. platana. Coloracién: Tricrémico de

Masson.
Figura II1.1.19 b: Detalle de las células luteinicas. Coloracién: Tricrémico de Masson.

Figura II1.1.19 c: Detalle de una célula globosa hipertrofiada entre las células luteinicas.

Coloracién: Tricrémico de Masson.

Figura II1.1.20 a: Vista general de un cuerpo liteo con una gran infiltracién de linfocitos.

Coloracién: Tricrémico de Masson.

Figura II1.1.20 b: Detalle de los linfocitos presentes entre las células luteinicas y el tejido

conectivo. Coloracién: Tricrémico de Masson.

Figura II1.1.21: Vista general de un cuerpo atrésico. Coloracion: Tricrémico de Masson.

Referencias: Cl: cuerpo ltiteo; Clu: células luteinicas; Cli: cuerpo ltteo con infiltracién de
linfocitos; Le: linfocitos; Ca: cuerpo atrésico; Ted: tejido conectivo denso; Circulo negro

punteado: célula globosa hipertrofiada.
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Figura II1.1.23: Didmetro de los distintos tipos foliculares de A. platana.
Obsérvese el crecimiento exponencial y la escasa dispersion.

Figura II1.1.24: Representatividad de las diferentes zonas foliculares en A. platana.
Referencias: 1: foliculos primordiales; 2: foliculos primarios;
3: foliculos en desarrollo sin inicio de vitelogénesis;

4: foliculos en desarrollo con inicio de vitelogénesis (grdanulos de vitelo);
5: foliculos vitelados (placas de vitelo).
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Figura II1.1.25: Patrén de crecimiento de la zona pelicida vs.
Granulosa en A. platana.

Figura III.1.26: Variacion del espesor de la zona pelicida para cada
tipo folicular en A. Platana.

Referencias:

1: foliculos primordiales; 2: foliculos primarios;

3: foliculos en desarrollo sin inicio de vitelogénesis;

4: foliculos en desarrollo con inicio de vitelogénesis (grénulos de vitelo);
5: foliculos vitelados (placas de vitelo); 6: foliculo a término.
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1.2: OVIDUCTO ANTERIOR Y GLANDULA OVIDUCTAL

111.2.1: INTRODUCCION

Los condrictios presentan un sistema de conductos genitales que
derivan de los conductos de MUller y comparten varias caracteristicas con los

de ofros vertebrados (Musick y Ellis, 2005; Mc Millan, 2007).

Estos conductos son pares y se presentan distintas regiones funcionales:
el ostium (puede ser par o impar), los oviductos, las gldndulas oviductales y los
Uteros (Koob y Callard, 1991; Hamlett y Koob, 1999). Durante la ovulacion, los
ovocitos son liberados a la cavidad peritoneal, donde son recogidos por una
estructura en forma de embudo, que se encuentra al comienzo del oviducto:
el ostium. Luego pasan a través del oviducto anterior, donde son fecundados y
de alli van hacia las gldndulas oviductales, en donde se producen las
envolturas terciarias del huevo (Mc Millan, 2007). Finalmente, llegan al Utero.
Ambos Uteros desembocan de forma separada en un seno urogenital Unico.
En las especies oviparas, este Ultimo se presenta como un saco, que puede
contener las cdpsulas por tiempo variable, antes de ser depositadas en el
medio (Hamlett y Koob, 1999; Galindez y Estecondo, 2008; Diaz Andrade et. al.,

2013).

La gldndula oviductal (denominada también gldndula nidamental,
gldndula del albumen o shell gland), es una gldndula especializada, Unica

enfre los vertebrados. Cumple varias funciones importantes:

> Formacién de la envolturas terciarias, incluyendo la cdpsula coridcea

de las especies oviparas (las envolturas primarias y secundarias son
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producidas por el oocito (zona pelUcida) y por el epitelio folicular del
ovocito (tUnica granulosa), respectivamente (Hamlett ef. al., 1998; Smith
et. al., 2004; Maia et. al., 2015).

» Transporte de los huevos fertilizados.

> Reserva espermdtica (Pratt Jr., 1993; Hamlett et. al., 2002; Smith et. al.,
2004; Serra Pereira et. al., 2010; Moura et. al., 2011; Maia et. al., 2015;

Marongiu et. al., 2015).

Pratt (1993), describid las caracteristicas fipicas que presenta el esperma
cuando se almacena en el interior de las gldndulas oviductales, determinando

de esta manera, diferentes patrones de almacenamiento:

- No-almacenamiento (dias): esperma densamente empaquetado en
el lumen o tUbulos superficiales, ubicados al azar.

- Almacenamiento a corto plazo (semanas a meses): esperma poco
empaqguetado en los tUbulos alejados del lumen.

- Almacenamiento de largo plazo (meses a anos): esperma
densamente empaquetado, formando masas en los tubulos

profundos de las gldndulas.

La gldndula oviductal se encuentra presente en todos los peces
cartilaginosos estudiados, a excepcién de la familia Narcinidae (Prasad, 1945).
Es un érgano par, formado por numerosas gldndulas tubulares. Su desarrollo y
complejidad estructural se relacionan con el modo reproductivo de la especie
(Hamlett y Koob, 1999; Stevens, 2001; Storrie, 2004; Diaz Andrade et. al., 2008;

Galindez y Estecondo, 2008; Galindez et. al., 2010; Moura et. al., 2010; Serra
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Pereira et. al., 2010; Maia et. al., 2015; Marongiu et. al., 2015; Wehitt et. al.,
2015). Su tamano varia alo largo del ciclo reproductivo, siendo maximo en
hembras maduras y en el momento previo a la ovulacion (Braccini et. al., 2006;

Mabragana, 2007; Colonello, 2009; Moura et. al., 2010).

Los estudios sobre esta gldndula se realizaron principalmente, en
especies del Hemisferio Norte y Australia (Hamlett et. al., 1999a; Stevens, 2001;
Smith ef. al., 2004; Storrie et. al., 2008; Moura et. al., 2010; Serra Pereira et. al.,
2010; Maia et. al., 2015; Marongiu ef. al., 2015). En Argentina, los estudios
estructurales se realizaron en pocas especies, de los géneros Sympterygia,
Mustelus y Zearaja (Diaz Andrade et. al., 2008; Galindez y Estecondo, 2008;

Galindez et. al., 2010; Wehitt et. al., 2015).

La terminologia utilizada para la caracterizacion de la gldndula
oviductal en este trabajo es la propuesta por Hamlett y Koob (1999). De
acuerdo a estos autores, se diferencian 4 zonas en base a sus caracteristicas
microestructurales. Estas zonas, de anterior a posterior, son: Club, Papillary,

Baffle y Terminal.

Los objetivos de esta seccién fueron:

v' Analizar las caracteristicas histoldgicas e histoquimicas del oviducto
anterior y la glédndula oviductal de A. platana.
v' Registrar la presencia de esperma en la gldndula oviductal y en los

frotis de las cloacas en ambas especies.
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1.2.2: MATERIALES Y METODOS

Para el estudio histolégico de la gldndula oviductal se analizaron
ejemplares maduros de A. platana (n: 40) y de S. bonapartii (n: 33), en forma
estacional. Para el andlisis morfoldgico e histoldgico, las gldndulas se cortaron

sagitalmente.

En ambas especies, se registrd la presencia de esperma a lo largo del
ano. Asimismo, se realizaron frotis cloacales de hembras maduras, a fin de
detectar presencia de esperma post-copula. Estos se colorearon con

Hematoxilina y Eosina.

111.2.3: RESULTADOS

111.2.3.1 OVIDUCTO ANTERIOR

En A. platana los oviductos son pares, tubulares y se extienden hasta la
gldndula oviductal. En animales inmaduros son translUcidos y casi
imperceptibles, finos y fragiles. A medida que la hembra madura, el oviducto
se va ensanchando y engrosando (véase Cap. ll: Materiales y métodos, Figs.

17 y 11.18).

A nivel histolégico se pueden observar 3 tUnicas: mucosa, muscular y
serosa (Fig. I.2.1). La tunica mucosa presenta pliegues longitudinales que
forman gldndulas tubulares ramificadas (Fig. 111.2.2). El epitelio que reviste estas
glandulas es cilindrico simple, con dos tipos celulares intercalados: células
mucosas grandes, con nUcleos basales heterocromdticos y células piriformes

ciliadas, con nucleos grandes, eucromdaticos y apicales (Figs. 111.2.3 y 111.2.4). Las
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células ciliadas, ubicadas en el fondo de los pliegues, son mdas altas (Fig. 111.2.4)
y las mucosas tienen granulos citoplasmdticos apicales, PAS (+) y AB pH 2,5 (+)
(Figs. l1.2.5 a y b). Por debajo se encuentra tejido conectivo laxo, muy
vascularizado y con fibras musculares dispersas (Fig. 1l1.2.6). La tunica muscular,
de fibras musculares lisas, presenta disposicion circular. Todo el érgano estd

rodeado por una serosa tipica, de tejido conectivo laxo tapizada por un

epitelio simple plano. No se encontrd presencia de esperma en esta region.

1.2.3.2 GLANDULA OVIDUCTAL

Descripcion macroscépica

Estas gldndulas estdn suspendidas en la cavidad corporal por
mesenterios (Fig. lIl.2.7). En los animales inmaduros, se pueden diferenciar
Ccomo un pequeno engrosamiento de los oviductos. En animales en
maduracién, comienza su ensanchamiento y va adquiriendo la forma
acorazonada caracteristica (véase Cap. ll: Materiales y métodos, Figs.ll.17 y

I1.18).

Las hembras maduras de A. platana presentan las gldndulas bien
desarrollas (Fig. 111.2.8). La mitad dorsal es levemente mdas corta que la ventral
(Fig. l1.2.9). En el material fresco pueden diferenciarse, a ojo desnudo, las
distintas zonas (Figs. I11.2.9 y 111.2.10). Por otra parte, en hembras gravidas se
destacan zonas pigmentadas en los mdargenes laterales (region terminal) (Fig.

.2.11).
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Descripciéon microscdépica

Histoldgicamente, la gldndula oviductal estd compuesta por tres
tUnicas: mucosa, muscular y una serosa delgada. En ejemplares maduros, la
mucosa se presenta muy plegada, la cual presenta variaciones morfoldgicas e

histoquimicas que permiten caracterizar las zonas (Fig. 111.2.12a).

e Zona Club

Se caracteriza por presentar pliegues en forma de “T" (club-shaped
lamelle), revestidos por un epitelio cilindrico simple ciliado, donde
desembocan gldndulas tubulares simples (Fig. 11.2.12b). Los tUbulos glandulares
presentan dos tipos de células, ciliadas, con nUcleo apical y secretoras, con
nucleo grande y basal. Estas Ultimas tienen grdnulos PAS (+) (Fig. I11.2.13). El

corion es de tejido conectivo laxo vascularizado.

e Zona Papillary

La zona pappilary, presenta pliegues en “forma de dedo” mads
numerosos y bajos que los de la zona Club (Fig. lll.2.12c). En el fondo de los
pliegues desembocan gldndulas tubulares ramificadas de naturaleza mucosa
(Fig. l1.2.14). Los adendmeros proximales reaccionan positivamente al PAS y al
AB, pH 2.5, en tanto que los distales, solo reaccionan al AB (Fig. 111.2.15). El

epitelio superficial es similar al de la zona anterior.
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e Zona Bdaffle

Es la zona mds extensa. La mucosa de esta regién estd compuesta por
lamelas, que forman placas, rodeadas por pliegues bajos llamados spinnerets.
Las lamelas aumentan su altura hacia caudal (Figs. l11.2.12 d y 1ll.2.16). El epitelio
que las recubre, es cilindrico bajo ciliado, con células mucosas PAS (-) y AB (-).
Las spinnerets presentan un epitelio mas bajo, cuboidal, ciliado (Fig. 11.2.16).
Entre las lamelas y los spinnerets, desembocan gldndulas tubulares simples con
células ciliadas y secretoras. Estas Ultimas exhiben granulos citoplasmdticos
(1,5-2,5um) PAS y AB (-), cuyo nUmero aumenta hacia caudal (Figs. l11.2.17 y
111.2.18). Entre los adendmeros glandulares se pudo observar acumulaciones de

un material rojizo de aspecto vitreo (Figs. l11.2.19 a y b).

e Zona Terminal

La mucosa se invagina formando criptas y el epitelio de revestimiento es
cilindrico, simple, ciliado (Fig. lll.2.12 e). Hay gldndulas tubulares simples de
diferente naturaleza: mucosas, serosas y mixtas (Figs. [11.2.20 y 111.2.21). Los
adendmeros que se encuentran cerca del lumen de la gldndula son mucosos
y los md&s profundos son serosos, similares a los de la zona Baffle (Fig. 111.2.20).
Intercalados entre ambos se encuentran acinos mixtos (Figs. 11.2.21 y 111.2.22). Se
observé acumulacion del mismo material encontfrado en la zona Baffle (Fig.

11.2.23).
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111.2.3.3 CAPSULAS

En A. platana se registrd la presencia de cdpsulas durante todas las
estaciones del el ano: verano (n: 4); otono (n: 10); invierno (n: 7) y primavera (n:
5) y en distintas etapas de formacion (Figs. 111.2.24 a-h). En S. bonapartii se
registraron cdpsulas totalmente formadas, sélo en los meses de agosto y

noviembre.

En la cdpsula en formacion de A. platana, se observd que la region
anterior (recientemente secretada) se encontraba adherida a la gldndula
oviductal (Figs. Ill.2.24 a-c). En un estado un poco mds avanzado de desarrollo,
la zona craneal es aun blanda y blanquecina, en tanto que la caudal, ya
ingresada en el Utero, se presentaba mds gruesa y de color verde amarronado
iridiscente (Figs. Il.2.24 c y d). En el inferior de las cdpsulas se enconfraban
huevos (ovocitos fecundados) rodeados por una sustancia gelatinosa
transparente (Figs. Il.2.15 e y h). En un ejemplar se registrd la presencia de dos
huevos en la misma cdpsula (Figs. I1.2.15 e y h). En ninguna de las capsulas

examinadas se observaron, a simple vista, embriones.

1.2.3.4 RESERVA ESPERMATICA

Se registrd presencia de esperma en dos ejemplares de A. platana en el

mes de febrero y en uno de S. bonapartii en el mes de julio.

En A. platana se halld esperma en el lumen glandular y entre las
prolongaciones de la zona Baffle. Los espermatozoides se enconfraban

desagregados e inmersos en una matrizamorfa (Fig. 11.2.25). En S. bonapartii se
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encontraron en la luz de los tUbulos de la regidn Baffle, también de forma

desagregada y en menor cantidad (Fig. 111.2.26).

11.2.3.5 FROTIS

Se registré la presencia de espermatozoides en el 2% de los ejemplares
de ambas especies, correspondientes a los meses de agosto y septiembre
para A. platana y de julio para S. bonapartii. En la raya platana, los
espermatozoides se encontraron de forma agregada en un ejemplar y de
forma desagregada en el ofro (Figs. lI.2.27 a 'y b). En S. bonapartii se
observaron en forma agregada, con la estructura caracteristica de
espermatozeugmata (Fig. l11.2.28 a) y en algunos lugares, formando “cumulos”
muy concentrados (Fig. l11.2.28 b). En todos los preparados se observaron
células “endocloacales” muy similares a las endocervicales de los vertebrados

superiores (Fig. lll.27a).
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111.2.4 DISCUSION

El sistema de conductos genitales presente en los elasmobranquios sigue
patrones semejantes a los observados en vertebrados superiores (Nelson, 2006;
Mc Millan, 2007). Presentan diferentes especializaciones en funcion del modo

reproductivo de cada especie.

Una de las funciones mds conocidas que se le atribuyen a los oviductos
anteriores es el fransporte del ovocito. Segun Metten (1939), este transporte se
da exclusivamente por la accién de las cilias, ayudado por la secrecion de las

células glandulares, que actua como lubricante.

Asimismo, Hamlett y Koob (1999) sostienen que la ausencia de una capa
muscular importante en la pared del oviducto, sustentaria la teoria del
movimiento ciliar como motor del fransporte de los ovocitos hacia la gldndula
oviductal. Sin embargo, en A. platana la tUnica muscular se presenta bastante
desarrollada y podria contribuir, junto a las especializaciones del epitelio, en el
transporte. Teniendo en cuenta el didmetro de los foliculos a término en esta
especie, no seria extrano que el movimiento ciliar solo no sea suficiente y
necesite el auxilio de contracciones musculares. Existen otras especies de
rdjidos como Sympterygia acuta y S. bonapartii, donde esta tUnica esta poco
desarrollada, por lo que las especializaciones del epitelio tendrian el papel

principal en el transporte del ovocito (Diaz Andrade, 2010).

Otra funcion atribuida al oviducto anterior, es la de ser el sitio donde se
produce la fertilizacidon (Metten, 1939; Hamlett et. al., 2002; Smith, 2004; Storrie,

2008). Existen especies en las que se observd esperma en esta region
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(Scyliorhinus canicula, Metten 1939; Carcharias taurus, Gilmore, 1993; Mustelus
antarticus, Storrie et. al., 2008; Hydrolagus collei, Storrie et. al., 2008). En los
ejemplares analizados de A. platana y S. bonapartii no se observaron
espermatozoides en el oviducto. Dado que en el siguiente tramo, la gldndula
oviductal, se produce la formacién de las cubiertas del huevo y éste no
presenta micropilo, es muy probable que la fecundacién tenga lugar en el

corto tfrayecto del oviducto anterior (Galindez, 2016).

A pesar de la diversidad de modos reproductivos que presentan los
peces cartilaginosos, la gldndula oviductal es una estructura que se ha
conservado a lo largo de la radiaciéon evolutiva del grupo. Muestra
caracteristicas histoquimicas, morfoldgicas v fisioldgicas tipicas en cada
especie, variando bdsicamente en la representatividad de las distintas zonas

(Galindez y Estecondo, 2008).

El diseno funcional, en A. platana, concuerda con lo observado en la
mayoria de los elasmobranquios (Diaz Andrade, 2010; Serra Pereira et. al., 2010;

Maia et. al., 2015; Marongiu et. al., 2015; Wehitt et. al., 2015).

Las especializaciones (cilias y células secretoras) que presenta el epitelio
en toda su superficie, ayudarian al movimiento del ovocito en sentido

anteroposterior (Hamlett et. al., 2002).

En estas gldndulas, las diferentes zonas pueden reconocerse y
diferenciarse segun su morfologia y afinidad fintorial. Anteriormente, las cuatro
zonas descriptas por Hamlett et. al. (19999), recibian diferente nomenclatura,

esencialmente relacionada a su funcion (Metten 1939; Prasad, 1945). La zona
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Club y Papillary, en conjunto, se denominaban “zona del albumen”. Si bien no
se conoce la naturaleza exacta de las secreciones de esta zona, es claro que
esta regiéon es la encargada de producir la parte gelatinosa (jelly) de las
envolturas terciarias del huevo. Esta “gelatina”, puede presentar distintos
grados de viscosidad, siendo mds densa en el interior de los cuernos capsulares
(gelatina producida por la zona Papillary) y menos viscosa en cercanias de la
cdpsula (gelatina producida por la zona Club) (Serra Pereira et. al., 2010). La
presencia de glucosaminoglicanos dcidos solo en la Ultima hilera de
adendmeros de la zona Papillary se reportd, también, en especies oviparas
como Callorhynchus milli (Smith et. al., 2004) y Raja clavata (Serra Pereira et.
al., 2010) y especies viviparas como M. antarticus (Storrie, 2004). Las
secreciones de ambas zonas son criticas en el desarrollo embrionario, ya que
funcionarian como un método de soporte hidrodindmico del huevo, ademdas
de contribuir con la nutricién del embrién (Koob y Straus, 1998; Smith et. al.,

2004).

La zona Baffle produce los distintos tipos de cdpsulas que se observan
en los condrictios. Es la que mas varia en funcion y tamano y su complejidad se
relaciona con la morfologia de la cdpsula (Marongiu et. al., 2015). En las
especies oviparas estd altfamente especializada y mucho mds desarrollada (S.
acuta y S. bonapartii, Diaz Andrade, 2010; Raja clavata, Serra Pereira et. al.,
2010; A. platana, este estudio). En las especies viviparas, puede estar ausente o
reducida (M. schmitti, Diaz Andrade et. al., 2008; Urobatis halleri y U.

jamaiciencis, Hamlett et. al., 2005).
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En A. platana, las gldndulas que componen esta regidon producen un
material proteico que podria analogarse al “cristal liquido” y que no reacciona
ni al PAS ni al AB (Knight et. al., 1996). En A. platana, la zona Baffle ocupa la
mayor proporcion de la gldndula y es similar a la de ofras especies oviparas
como S. bonapartiiy S. acuta (Diaz Andrade, 2010); R. clavata (Serra Pereira et.
al., 2010); R. miraletus y Dipturus oxyrinchus (Marongiu et. al., 2015). Los granulos
de secrecion observados en las células glandulares son similares a los de ofras
especies (Serra Pereira et. al., 2010; Maurongiu et. al., 2015). Estos grdnulos, se
liberan al lumen y son fransportados por el movimiento ciliar del epitelio que
tapiza los tubulos. Asimismo, las placas vy los spinnerets direccionan la
secrecion, de manera tal que se forma una red de fibras empaquetadas, en
diferentes direcciones, que formardn el cuerpo y las ornamentaciones
capsulares (Knight et. al., 1996). La consolidaciéon y el oscurecimiento
(taninizacién) de la misma, finalizan en el Utero y, en las especies oviparas, se
termina de reforzar en el agua de mar, luego de la puesta (Koob y Cox, 1990;
Knight et. al., 1996) La mayor extensidén de la zona serosa estd asociada no solo
a la produccidén de la cdpsula, sino que podria relacionarse con la cantidad y

frecuencia de puesta de la especie.

La zona Terminal es la responsable de la formacién de los cuernos,
proyecciones y pelos que ornamentan la cdpsula, que en las especies
oviparas, les permite adherirse al sustrato. Otfra funcidén que se le adjudica a
esta zona es la de almacenamiento de esperma (Smith ef. al., 2004; Hamlett et.
al., 2005). Los acinos serosos de esta zona son similares a los de la zona Baffle y
producen las proyecciones de la cdpsula, mientras que los acinos mucosos

generan una capa de material pegajoso, permitiendo que, una vez
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depositada en el fondo marino, la cdpsula quede cubierta de arena y/o
detritos (Smith, et. al., 2004; Hamlett et. al., 2005). Este mecanismo constituye
una excelente adaptacion, ya que permite un éptimo camuflaje de los huevos
y una disminucion de la depredacion (Hamlett et. al., 2005; Hoff, 2009). La
presencia de fres tipos acinares no es comun a todos los condrictios. En A.
platana, la disposicion de 1os acinos serosos, mucosos y mixtos es similar a la
observada en R. clavata (Serra Pereira et. al., 2010), en tanto que en D.
oxyrinchus solo se diferencian acinos mucosos y serosos (Maroungiu ef. al.,

2015).

La encapsulacion de los huevos es un proceso que se da de manera
diferente, dependiendo de la modalidad reproductiva. En las especies
viviparas, se forman envolturas terciarias transparentes y delgadas (candle
cases), que pueden englobar multiples huevos, como es el caso de Squalus
acanthias, o contener uno solo, como sucede en Pristiophorus cirratus (Stevens,
2002; Hamlett et. al., 2005; Galindez et al., 2010). En las especies oviparas,
como es el caso de las especies en estudio, forman cdpsulas rigidas que
protegen el huevo y pueden variar en tamano, color y forma (Oddone ef. al.,
2006; Galindez y Estecondo, 2008). Las gldndulas oviductales sintetizan los
precursores de la cdpsula previamente a la ovulacion. Luego del estimulo
apropiado, las células secretan y ensamblan los precursores almacenados. Las
bandas proteicas que forman la estructura de las fibrillas, permiten que la
pared de la cdpsula actte como una membrana semipermeable (Knight y
Feng, 1994), manteniendo el gradiente osmotico y idnico vy la difusidn pasiva

de agua (Kormanik, 1993; Leonard et. al., 1999).
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Los depdsitos de material rojizo-amarronado encontrados en el lumen
glandular de hembras con cdpsulas en formacion, podrian corresponder a
secreciones para la formacion de la futura cdpsula. En cambio, los registrados
entre las gladndulas tubulares, corresponderian a material extruido de los
adendmeros y que no alcanzaria la superficie libre. Este tipo de
“incrustaciones” fueron registradas en las mismas zonas en R. clavata (Serra

Pereira et. al., 2010).

En A. platana, la capsulas estuvieron presentes durante todo el anoy en
diferentes etapas de desarrollo. Se observd que el mayor portaje de formacion
de la cdapsula se realiza antes de recibir al ovocito fecundado y que en ciertas
ocasiones, pueden alojar mds de uno (Oddone et. al., 2008 y Coller, 2012). Este

hecho es congruente con un ciclo continuo a lo largo del ano.

En S. bonapartii se registraron cdpsulas sélo en dos meses del ano. Esto
podria deberse a que: a) durante la época de puesta, la especie migra a
regiones costeras poco profundas y cercanas a estuarios, las cuales utiliza
como zona de puesta (Mabragana et. al., 2002; Diaz Andrade, 2010); b) el
desplazamiento de la flota pesquera en el golfo durante el periodo de puesta
de la especie, a regiones de mayor profundidad (125-135m), impide un
muestreo correcto sobre la poblacion reproductiva, que se ubica
preferentemente a profundidades menores (Estalles, 2012). Sea cual sea el
motivo, el nUmero de ejemplares colectados es insuficiente para postular una

posible razén a este fendmeno.

El almacenamiento de esperma en la gldndula oviductal fue propuesto

por primera vez por Lo Bianco en 1909, para muchas especies de holocéfalos y
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elasmobranquios de varias familias: Alopiidae, Lamnidae, Carcharhinidae,
Triakidae, Sphyrnidae y Callorhinchidae (Metten, 1939; Prasand, 1945; Pratt,
1993; Hamlett et. al., 1998; Conrath y Musick, 2002; Hamlett, 2002; Smith et. al.
2004; Storrie et. al., 2008). Este evento no es exclusivo de los elasmobranquios y
se presenta en un rango amplio de otros vertebrados (peces 6seos, reptiles,
anfibios y mamiferos) y en diferentes érganos (Birkhead y Moller, 1993; Sever et.
al., 2001; Sever y Hamlett, 2002; Holt y Lloyd, 2009). Es un mecanismo
evolutivamente conservado, destinado a asegurar la fertilizacion exitosa, en
especies migratorias o en aquellas con baja densidad poblacional (Pratt, 1993;

Holt y Lioyd, 2009).

El almacenamiento de esperma en hembras de condrictios, en especial
tiburones y holocéfalos, fue confirmado por andlisis histoldgicos (g]. C. milli,
Smith et. al., 2004; M. antarticus, Storrie et. al., 2008). Generalmente, ocurre en
el interior de tUbulos especializados, localizados en la zona terminal (Pratt, 1993;
Hamlett ef. al., 2002; Smith et. al., 2004; Mora ef. al., 2011; Porcu et. al., 2014).
Las células que conforman estos tubulos producen secreciones que
conftribuyen al sostén, cuidado y mantenimiento del esperma durante el
periodo de almacenamiento. Asimismo, sus células presentan cilias, que son
responsables del fransporte de esperma fuera de ellos (Hamlett et. al., 2002;
Storrie et. al., 2002; 2008). En el caso de los rdjidos, ha sido detectado
histoldgicamente, de forma desagregada, cerca del lumen de la zona Baffle y

mds raramente en regiones profundas de la gldndula (Hamlett et. al., 1998).

Se ha confirmado la presencia de esperma en el Utero y en la gldndula

oviductal en algunas especies de peces cartilaginosos, tales como M. canis
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(Hamlett, 2002); lago omanensis (Hamlett et. al., 2002a); M. antarcticus (Storrie,
2004; Storrie et. al., 2008); R. miraletus y D. oxyrinchus (Marongiu et. al., 2015).
Estos autores postulan que en dichas especies no tiene lugar un verdadero
almacenaje, sino que la presencia de esperma es incidental y corresponderia
a espermatozoides en frdnsito. En base a lo anteriormente expuesto, ninguna
de las dos especies aqui estudiadas preservaria el esperma por mucho tiempo,
por lo que el semen hallado, provendria de un apareamiento reciente. Sin
embargo, el registro de esperma en el interior de los tUbulos de la regién Baffle
en S. bonapartii, podria asociarse a un tiempo de conservacion mads largo,
como sucede con R. clavata (Serra Pereira et. al., 2010). Por ofra parte, las
observaciones en A. platana, concuerdan con las de otros rdjidos (R. agassizi y
A. castelnaui, Colonello, 2009). El esperma “almacenado” en las gldndulas
oviductales de ambas especies estudiadas, se corresponderia parcialmente
con el patrén de “No-almacenamiento™, descripto por Pratt (1993), pero con

esperma desagregado.

No existe registro en la literatura del andlisis de frotis cloacales en
condrictios. El esperma encontrado corresponderia a “esperma post-cépula’.
En S. bonapartii se hallé en forma concordante con la época de
apareamiento en el golfo (Estalles, 2012). En A. platana, en cambio, se registrd
en los meses de agosto-septiembre, que son previos a unos de los picos de

actividad reproductiva (diciembre; Coller, 2012).

La gldndula oviductal es una estructura que se ha conservado a lo largo
de la evolucion de los Condrictios. Su funcion, al envolver a los huevos, a traves

de estructuras que los protegen y asientan en un determinado sustrato
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(especies oviparas), o que los envuelven delicadamente y muchas veces
participan en el desarrollo embrionario en si mismo (especies viviparas), hacen

que esta estructura sea clave para el éxito de las especies.
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Figura III.2.1: Vista general de un corte transversal del oviducto anterior de una hembra
madura de A. platana, en el cual se pueden visualizar las cuatro tinicas. Coloracion:

Tricrémico de Masson.

Figura II1.2.2: Detalle de las glindulas tubulares simples ramificadas de la mucosa.

Coloracion: Tricrémico de Masson.

Figura II1.2.3: Detalle del epitelio de la mucosa superficial. Se pueden observar las células

ciliadas y mucosas intercaladas. Coloracion: Tricrémico de Masson.

Figura II1.2.4: Detalle del epitelio de la mucosa profundo. Se pueden observar las células

ciliadas y mucosas intercaladas. Coloracion: Tricrémico de Masson.

Figura II1.2.5: Epitelio de la mucosa. a) células mucosas AB pH 2,5 (+) b) células
mucosas PAS (+). Coloraciones: Azul alcian y PAS.

Figura II1.2.6: Detalle de la submucosa. Coloracién: Tricrémico de Masson.

Referencias: Mu: mucosa; Sm: submucosa; Ms: muscular; Se: serosa; Ger: gléndula tubular
ramificada; Tcl: tejido conectivo laxo; Ep: epitelio; Vs: vaso sanguineo; Flechas negras:
células mucosas; Cabezas de flecha negras: células ciliadas; Cabezas de flecha rojas:

secrecién AB pH 2,5 (+); Cabezas de flecha azul: secrecién PAS (+).
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Figura II1.2.7: Cavidad abdominal de una hembra madura no grdvida, donde se puede
observar la localizacién de las gldndulas oviductales.
Figura I11.2.8: Gldndula oviductal de un ejemplar maduro de A. platana.

Figura II1.2.9: Corte sagital de la glindula oviductal de una hembra madura de 4. platana

en el que se pueden visualizar las cuatro zonas que la componen.

Figura II1.2.10: Vista de las dos valvas que conforman la gldndula. Nétese que la dorsal es

menor que la ventral.

Figura II1.2.11: Gldndula oviductal de una hembra grévida en la que se puede observar el

depésito de pigmento en los médrgenes laterales.

Referencias: Go: glindula oviductal; Ut: ttero; Su: seno urogenital; Ml: mérgenes
laterales; Zc: zona club; Zp: zona papillary; Zb: zona baffle; Zt: zona terminal; Linea negra
sélida: alto de la glandula oviductal; Linea negra punteada: ancho de la glindula

oviductal; Ovalo negro: depésito de pigmento en el margen lateral.
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I11.2.11
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Figura II1.2.12: a) Vista general de la mucosa de la glindula oviductal de una hembra
madura de A. platana, en donde se pueden apreciar las diferentes zonas. b) Detalle del
epitelio de la zona Club ¢) Detalle del epitelio de la zona Baffle. d) Detalle del epitelio de la

zona Terminal. Coloracion: Tricrémico de Masson.

Referencias: Flechas negras: sefializacién del epitelio; Ovi: oviducto; ZC: zona Club; ZP:

zona Papillary; ZB: zona Baffle; ZT: zona Terminal.
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Figura II1.2.13: Detalle de los tibulos glandulares de la zona Club, donde pueden

observarse los distintos tipos celulares. Coloracién: PAS.

Figura II1.2.14: Gldndulas tubulares mucosas de la zona Papillary. Coloracién: Tricrémico
de Masson.

Figura II1.2.15: Adenémeros distales de la regién Papillary AB pH 2,5 (+). Coloracién:
Azul Alcian.

Figura II1.2.16: Detalle de las spinnerets en la mucosa de la zona Baffle. Coloracién:

Tricrémico de Masson.
Figura I11.2.17: Corte semifino de un adenémero de la zona Baffle, con grénulos

citoplasmdticos. Coloracion: azul de mitileno-azur Il-fucsina bdsica.

Figura II1.2.18: Detalle del epitelio ciliado que tapiza los tibulos de la regién Baffle.

Coloracién: azul de mitileno-azur Il-fucsina bdsica.

Referencias: Cabezas de flecha negras: ntcleos apicales; Cabezas de flecha rojas:
granulos; Flechas negras: nicleos basales; Flechas rojas: cilias del epitelio; Gm: gldndulas

mucosas; Ovalo negro: Spinnerets; Zp: zona Papillary; Zb: zona Baffle.
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Figura I11.2.19 a y b: Acumulaciones de material rojizo con aspecto vitreo en la zona

Baffle. Coloracién: Tricrémico de Masson.
Figura II1.2.20: Vista general de la zona Terminal. Coloracién: Tricrémico de Masson.

Figura II1.2.21: Detalle de los acinos mixtos de la zona Terminal. Coloracion: Tricrémico

de Masson.

Figura I11.2.22: Corte semifino en donde se observa una gldndula mixta de la zona

Terminal. Coloracidn: azul de mitileno-azur Il-fucsina bdsica.

Figura II1.2.23: Acumulacién de material marrén similar al de la zona Bajfle, en la zona

Terminal. Coloracion: azul alcidn.

Referencias: Asterisco negro: glindulas tubulares mucosas; Asterisco rojo: glindulas
tubulares mixtas; Circulo negro: incrustaciones de material amarronado en zona Terminal;

Flechas negras: incrustaciones de material rojizo en la zona Baffle.
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Figuras III. 2. 24 a-h: Cdpsulas en distintas ctapas de desarrollo de A. platana.
a, b, ¢) Comienzo de la secrecién de la cdpsula.

d y ¢) Detalle de la cdpsula en desarrollo avanzado, en donde puede observarse el huevo en

su interior.
f y g) Cépsulas completamente desarrolladas.

h) Detalle de una cdpsula con dos huevos en su interior.

Referencias: Cef: cipsula en formacién; Cf: cdpsula formada; Go: gléndula oviductal; Hu:

huevo; Ova: ovario; Ut: ttero.
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Figura I11.2.25: A. platana. Espermatozoides desagregados ubicados en las prolongaciones
de la zona Baffle.

Figura I11.2.26: S. bonapartii. Espermatozoides desagregados ubicados en la luz de los
tibulos de la zona Bajfle.

Figuras I11.2.27: Frotis de la cloaca de una hembra madura de A. platana. a)

espermatozoides agregados b) espermatozoides desagreados.

Figuras I11.2.28: Frotis de la cloaca de una hembra madura de S. bonapartii. a)

espermatozeugmata b) “ctimulos” de espermatozoides.

Referencias: Flechas azules: células “endocloacales”; Flechas negras: espermatozoides;

Flecha roja: e‘spermtozeugmﬂm.
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CAPITULO IV: SISTEMA GENITAL MASCULINO DE Atlantoraja platana 'y

Sympterygia bonapartii.
IV.1: TESTICULO
IV.1.1: INTRODUCCION

Los machos de los elasmobranquios han desarrollado especializaciones
anatémicas vy fisioldgicas complejas, como parte de sus estrategias
reproductivas. Todos ellos presentan fecundacion interna y el sistema de
reproduccion estd adaptado para ello. Durante la cépula, el macho inserta
solo uno de los claspers en el orificio urogenital de la hembra y el esperma se
moviliza a través del surco dorsal del mismo (Compagno, 1999; Mc Millan,
2007). Al'igual que el esqueleto cartilaginoso, los claspers son una
caracteristica sinapomarfica que define a los condrictios (Grogan y Lund,

2004).

En estos peces, los testiculos son drganos pares y simétricos que estdn
situados en la parte anterior de la cavidad abdominal, sostenidos por
mesenterios. En los animales inmaduros, los testiculos se aprecian como masas
inconspicuas, blanquecinas, en la zona craneal del érgano epigonal. En
ejemplares adultos, el tamano del testiculo puede variar a lo largo del ano
(Carrier et. al., 2004; Awruch, 2015), siendo proporcionalmente mayor que el

érgano epigonal (Galindez, 20146).

El testiculo presenta dos tipos celulares: las células germinales y las
células somdticas. Las células germinales o espermatogonias derivan de una

poblacién de células madres pluripotenciales (stem cells) que se
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autorrenuevan. Estas células se originan en el saco vitelino embrionario, luego
migran a la génada y permanecen en la zona germinal del testiculo. A pesar
de su escasa cantidad, son la fuente de las oleadas sucesivas de division y
diferenciacién durante la espermatogénesis (Engle y Callard, 2005). Las células
somdadticas o de Sertoli comparten el mismo origen de la células destinadas a
formar el sistema de conductos colectores intratesticulares (Callard et. al.

1994).

La espermatogénesis se lleva a cabo en el espermatocisto o cisto, que
es la unidad estructural y funcional del testiculo. Stanley (1966) o describid
como una estructura esférica, que comprende varios espermatoblastos, los
cuales estdn formados por células de Sertoli asociadas a células germinales
(Parsons y Grier, 1992). Las células germinales maduran formando clones
isogénicos asociados a las células de Sertoli, que mds tarde originardn el
espermatocisto. Estos por su parte, pueden organizarse en ldbulos separados
por tejido conectivo, los cuales se ven, a ojo desnudo, en algunas especies

(Engel y Callard, 2005).

Pese ala homogeneidad en la arquitectura fisular, los testiculos de estos
peces pueden organizarse de fres formas diferentes, en base al modelo de
origen y propagacion de los espermatocistos, a partir de una zona germinall

(Pratt, 1988) (Fig. IV.1.1)

» Testiculos radiales: la zona germinal se encuentra en el centro de cada
|6bulo testicular, desde donde comienza el desarrollo de los
espermatocistos en un patrén radial. Este modelo testicular es

caracteristico de los Lamniformes (Matthews, 1950).
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> Testiculos diamétricos: la zona germinal consiste en una franja alo largo

de la superficie distolateral y el desarrollo de los espermatocistos
procede diamétricamente, hacia los conductos eferentes. Este tipo de
organizacion se encuentra en los escualomorfos, galeomorfos y

carcharinidos (Stanley, 1963).

> Testiculos compuestos: combinan la forma radial y diamétrica. La zona

germinal estd en la superficie dorsal. Los I6bulos se desarrollan
radialmente y migran diamétricamente. Este modelo se encuentra en

los batoideos (Pratt, 1988).

Ademds, la produccidon de esperma en los machos puede presentar

variaciones:

Produccion continua: esta estrategia reproductiva se caracteriza por
presentar poco o ningun cambio estacional en el desarrollo testicular y
la produccidén espermdtica. La produccidén continua de espermatocistos
maduros se observd en varias especies de elasmobranquios como:
Leucoragja ocellata, Amblyraja radiata (Sulikowski et. al., 2005); Prionace
glauca (Pratt, 1979) y Cephaloscyllium laticeps (Awruch et. al., 2009).
Produccion estacional de esperma: esta estrategia se caracteriza por

marcados cambios estacionales en la produccidn de esperma.

90| Pagina



Cap. IV: Sistema Genital Masculino de A. platana y S. bonapartii

Testiculo

Los objetivos del presente capitulo fueron:

v' Analizar las caracteristicas histoldgicas y citoldgicas del testiculo de
Atlantoraja platana y Sympterygia bonapartii y su variacion segin el
estadio de madurez.

v Describir y determinar las diferentes etapas de la espermatogénesis en
ambas especies.

v' Realizar un andlisis cuantitativo de las etapas de la espermatogénesis a
lo largo de las estaciones del ano.

v Determinar el tipo de modelo testicular y comparar los resultados con

otras especies de condrictios.

IV.1.2: MATERIALES Y METODOS

Para el andlisis microscopico se frabajé con 50 machos de A. platana y
20 ejemplares de S. bonapartii, de los tres estadios madurativos, determinados
de acuerdo al criterio de Stehmann (2002) (véase Cap. Il: 1.2.2 Determinacion

del estadio de madurez).

Las disecciones se realizaron abriendo la cavidad, desde la apertura de
la cloaca, siguiendo un trayecto circular. Una vez abierta la cavidad
abdominal, se extrajo el higado y el tubo digestivo a fin de que quedaran
expuestos los érganos genitales. Estos Ultimos se extrajeron completos,
separdndolos cuidadosamente de la cavidad del cuerpo y cortando los

mesenterios.
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El estudio histologico, citoldgico e histoquimico se realizé mediante
microscopia éptica, usando cortes en Paraplast ® y cortes semifinos de
material incluido en resina Spurr. Los protocolos de las técnicas se encuentran

detallados en el Capitulo 11.2.3: Procesamiento microscopico.

Se corrobord la estructura macroscédpica del testiculo y conductos
genitales con la histologia testicular a fin de dar una informacién mds precisa

del estadio madurativo de ambas especies.

Andlisis microscépico: Espermatogénesis e histomorfometria

Para el estudio de la espermatogénesis se determinaron siete etapas de

desarrollo:

1: zona germinal o primaria;

2: espermatocistos con espermatogonias;

3: espermatocistos con espermatocitos;

4: espermatocistos con espermatides;

5: espermatocistos con espermatozoides inmaduros;

6: espermatocistos con espermatozoides maduros;

7: espermatocistos en degeneracion.

En la etapa 2 de desarrollo de la espermatogénesis, se diferenciaron
cistos uni y multilaminares, en la etapa 3 se diferenciaron espermatocitos
primarios de secundarios y en la etapa 4 se diferenciaron dos estadios de

desarrollo de las espermdtides: inmaduras y maduras.
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Una vez coloreados, los cortes de testficulo se observaron bajo
microscopio 6ptico Nikon AFM. Se observo la estructura general y se registraron
los didmetros, con un ocular micrométrico, de los diferentes cistos en

microémetros. Los datos fueron tabulados para, posteriormente, analizarlos.

Se realiz6 un andlisis estacional del porcentaje del drea de cobertura de
los diferentes estadios espermatogénicos. Se trabajé con animales
sexualmente maduros. Para esto se eligid, en cada corte, un I6bulo en el que
estuvieran representados todos los estadios de desarrollo Estos estadios se
agruparon, a fin de facilitar el andlisis de la cobertura de los mismos. Esto se
debe a que puede ser dificultoso establecer el limite morfoldgico entre un
estadio y ofro. Por lo tanto, para este andlisis, los estadios que se establecieron

fueron:

1: zona germinal;

2: cistos inmaduros;

3: cistos con espermatocitos primarios y secundarios;

4: cistos con espermdadtides inmaduras y maduras;

5: cistos con espermatozoides inmaduros y maduros

6: zona de degeneracion.

El andlisis se realizdé por medio de fotografias. De cada Iébulo estudiado
se tomaron una serie de fotografias sucesivas, desde la regidén dorsal a la

ventral del I6bulo, las cuales se unieron para obtener una imagen completa
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(Véase Figs. IV.1.11 y IV.1.14). Para el andlisis se usd el programa de andlisis de

imagenes UTHSCSA ImageTool V 3.0,

Ademds, se interpretd la reaccion de los tejidos a las coloraciones
especificas y técnicas histoquimicas. Todo lo observado se registrd
fotogrdficamente con una cdmara digital Olympus Camedia Mod. C7070,

widezoom, en un microscopio dptico Olympus BX51.

IV.1.3: RESULTADOS

IV.1.3.1: ESTRUCTURA MACROSCOPICA DEL SISTEMA REPRODUCTOR MASCULINO

El sistema reproductor masculino de ambas especies, estd formado
intfernamente por un par de testiculos, conductos intratesticulares y conductos
extratesticulares pares. Estos Ultimos, comprenden los conductos eferentes, el
epididimo y conducto deferente. Externamente, comprende los claspers, que,
en machos adultos, se presentaron calcificados. En ejemplares maduros de S.
bonapartii, los claspers se observan mds robustos que en A. platana (Figs. IV.1.2

yIV.1.3).

En las dos especies, los testiculos se presentaron como érganos pares,
funcionales, elongados y levemente comprimidos dorsoventralmente. Los
mismos se encuentran localizados en la cavidad celdmica, suspendidos de la
pared dorsal por el mesorquio y asociados al érgano epigonal (Figs. IV.1.4y
IV.1.5). La superficie dorsal es levemente convexa y la ventral levemente

concava, con gran vascularizacion.

En ambas especies, los machos inmaduros (estadio 1), se caracterizan

por poseer los testiculos poco desarrollados, predominando el tejido
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linfomieloide. El tejido testicular es apenas distinguible, ubicandose cerca de la
region craneal (Fig. IV.1.64). En los machos en maduracion (estadio Il), los
testiculos aumentan de tamano vy el tejido testicular ocupa mds espacio,
observdndose el desarrollo de algunos I6bulos aislados (Fig. IV.1.7). En los
machos maduros (estadio lll), los testiculos son de gran famano, macizos y, por
transparencia, pueden observarse los [dbulos uno al lado del otro, con sus
respectivas zonas germinales de una tonalidad mas oscura (Figs. IV.1.8 a; IV.1.8

byIV.1.9).

IV.1.3.2: ESTRUCTURA MICROSCOPICA DE LOS TESTICULOS

GENERALIDADES

El testiculo se encuentra tapizado por un epitelio simple cubico ciliado,
que puede tornarse cilindrico. Por debajo, se encuentra una delgada tunica
de tejido conectivo denso, la albuginea (Figs. IV.1.10 a y IV.1.10 b). Esta emite
trabéculas de fibras coldgenas y reficulares, que dividen el parénquima
testicular en I6bulos o “islotes” (Figs. IV.1.11 y IV.1.12). Asociado al tejido
testicular, se encuentra el érgano epigonal, que se infiltra entre los I6bulos y en
ejemplares maduros, se retrae hacia la region caudal (Fig. IV.1.13). Cada
I6bulo contiene una gran cantidad de espermatocistos redondeados (Fig.
IV.1.11). Todas las células espermatogénicas de cada cisto se encuentran en el
mismo estado de desarrollo. En la superficie dorsal de cada Iébulo se ubica la
zona germinal (Figs. IV.1.11 y IV.1.14). Los cistos se desarrollan en esta zona,
migran radialmente hacia la periferia del I6bulo y diametfralmente hacia la

parte ventral del testiculo, como un “abanico abierto” (Fig. IV.1.14).
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ESPERMATOGENESIS Y ESPERMIOGENESIS

En base a las caracteristicas citoldégicas y a la organizacion interna de
los cistos, se pueden reconocer siete estadios bien diferenciados, similares en

ambas especies y desarrollados en ejemplares maduros.

e Zona germinal o primaria (estadio [)

El proceso de espermatogénesis se inicia en esta zona, la cual se
presenta muy reducida en ejemplares adultos. Se observan espermatogonias
primarias, con ndcleos esféricos, grandes, con parches de heterocromatina y
células de Sertoli con nucleos alargados, ovales, heterocromaticos, y con
nucléolos conspicuos. En un principio estas células estdn aisladas y

posteriormente se agrupan (Figs. IV.1.15y IV.1.16).

e Espermatocistos con espermatogonias (estadio lI)

La formacién de los espermatocistos comienza con la organizacion de
un epitelio germinal y la secrecién de la membrana basal que lo rodea (Fig
IV.1.16). Las sucesivas divisiones mitdticas de las células germinales dan lugar a

las espermatogonias.

En un principio se forman cistos unilaminares, constituidos por una sola
capa de espermatogonias y las células de Sertoli entremezcladas, alrededor
de un lumen. A medida que la espermatogénesis procede, el cisto se
estratifica, dando lugar a cistos multiiaminares donde las espermatogonias
proliferan, empujando los nUcleos de las células de Sertoli hacia el lumen (Figs.
IV.1.17;1V.1.18; IV.1.19). En la superficie apical de las células que bordean el

lumen se observé reactividad PAS (+) y AB pH 2,5 (+) (Figs. IV.1.20 y IV.1.21).
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Los cistos aumentan de didmetro y hacia el final de este periodo se
observa una reducciéon notoria del didmetro luminal. Los nUcleos de las células
de Sertoli se localizan contra la membrana basal del cisto, manteniendo esta

localizacion durante el posterior desarrollo espermatogénico (Fig. 1V.1.22).

e Espermatocistos con espermatocitos (estadio lil)

En esta etapa, las espermatogonias, por mitosis, se han transformado en

espermatocitos primarios.

Los espermatocitos primarios son células esféricas con nicleos grandes,
heterocromdaticos, con un patrén de cromatina caracteristico de la profase .
En esta etapa, el lumen es completamente ocupado por las células en
proliferacién (Figs. IV.1.23; 1V.1.24 y IV.1.25 a). Los espermatocitos | completan la
primera division meidtica y se tfransforman en espermatocitos I, de tamano
menor y nUcleos fuertemente heterocromdticos (Figs. IV.1.23;1V.1.24 y IV.1.25
b). En esta etapa se produce la segunda division meidtica. Este Ultimo proceso

es muy breve.

o Espermatocistos con espermatides (estadio IV)

La aparicion de los cistos con espermdtides inmaduras marca el
comienzo de la espermiogénesis. Las espermdatides son células pequenas 'y,
microscopicamente, pueden diferenciarse dos etapas madurativas sucesivas:
inmaduras y maduras (Figs. IV.1.23; 1V.1.26 y IV.1.27). Las espermdatides
inmaduras rellenan completamente el cisto, son mds pequenas que los
espermatocitos y presentan un nucleo esférico (Fig. IV.1.23). En las

espermatides maduras, el ndcleo se empieza a alargary a condensar (Fig.
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IV.1.26). A medida que avanza el desarrollo, estas células se agrupan en
manojos laxos, con los nucleos celulares dispuestos hacia la membrana basal y
los esbozos flagelares, hacia el lumen (Fig. IV.1.27). Entre estos dos extremos

podemos enconfrar varias morfologias celulares diferentes.

e Espermatocistos con espermatozoides inmaduros

Esta etapa transicional se reconoce por una mayor condensacion
cromatinica y por una clara diferenciacién de la cabeza, el cuello y la cola de
los espermatozoides. En los espermatozoides inmaduros, la heterocromatina no
alcanza aun su mdxima compactacion y quedan pequenos restos de
citoplasma rodeando el nucleo. Las colas no se ven tan largas y los paquetes
espermdaticos son laxos. La posicidon de las células es la misma que en la etapa

anterior (Figs. IV.1.28 y IV.1.29).

e Espermatocistos con espermatozoides maduros

Los espermatozoides completan el proceso de maduracién y se
organizan en paquetes compactos, cuyas cabezas estdn inmersas en el
citoplasma apical de las células de Sertoli y las colas se orientan hacia el
lumen (Figs. IV.1.28; IV.1.30 y VI.1.32). Cada paquete estd asociado a una sola
célula somdatica (Fig. IV.1.31). Estos cistos se encuentran en la periferia del

I6bulo testicular y entre ellos se observan algunos cistos del estadio anterior.

En los cistos mds avanzados, listos para evacuar su contenido,

presentaron reactividad positiva al PAS y al AB pH 2,5 (Figs. IV.1.33 y IV.1.34).
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o Espermatocistos en degeneracion

Esta region presenta una poblacion de cistos con restos de
espermatozoides y células de Sertoli en degeneracién, producto de la
espermiacion. Este evento ocurre cuando el esperma maduro es evacuado
del cisto al sistema de conductos intratesticulares. (Fig. IV.1.35). Los cistos
vacios de la zona de degeneracién presentaron una fuerte reactividad al PAS

(Fig. IV.1.36).

En el espacio intersticial del testiculo de ambas especies, se observaron
células con nucleos grandes, con heterocromatina marginal marcada,
redondos y escaso citoplasma levemente aciddfilo. Estas caracteristicas

concuerdan con la morfologia de las células de Leydig (Fig. IV.1.37).

En los testiculos de ejemplares inmaduros de ambas especies, se pudo
observar una zona germinal en cada Idbulo y cistos de diferentes didmetros
pertenecientes a los estadios |, Il y lll del desarrollo espermatogénico
explicitado en adultos (Fig. IV.1.38). A diferencia de lo observado en
ejemplares adultos, en el estadio lll de la espermatogénesis no se observaron
espermatocistos secundarios. Se pudo evidenciar una zona de degeneracion
muy reducida con abundante tejido conectivo denso vy cistos vacios con restos

celulares (Fig. IV.1.39).

En los ejemplares en maduracion de las dos rayas en estudio, se
diferencié una zona germinal y cistos pertenecientes a los estadios I, Il, Il y IV
de los descriptos para adultos. En el estadio 1V, sdlo se observaron

espermatides inmaduras (Fig. 1V.40). Cabe destacar, que en dos ejemplares de
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A. platana clasificados como “*en maduracidon” se encontraron cistos con

espermatozoides maduros.

ANALISIS HISTOMORFOMETRICO

Los didmetros de cada uno de los distintos espermatocistos medidos, en
machos maduros de ambas especies, se observan en las Figs. IV.1.41 y IV.1.42.
En ambas especies, el didmetro de los cistos aumenta a medida que avanza el
proceso de espermatogénesis. En S. bonapartii el didmetro de los cistos
aumenta hasta los cistos con espermatozoides maduros disminuyendo en los
cistos en degeneracion. En A. platana, en cambio, el aumento se da hasta los
cistos con espermatozoides inmaduros. En lineas generales, el didmetro de los

cistos de A. platana es mayor que en S. bonapartii.

En el andlisis estacional del porcentaje de cobertura de los diferentes

estadios espermatogénicos, se hallaron diferencias entre ambas especies,

En A. platanal, los estadios IV (cistos con espermdtides) y V (cistos con
espermatozoides) fueron los que presentaron un mayor porcentaje de

cobertura durante las cuatro estaciones (Figs. IV.1.43 a-d).

En S. bonapartii, a diferencia de lo registrado en A. platana, el estadio IV
fue el mds representado en verano y otono, en tanto que el V lo fue en
invierno y primavera. En invierno, a su vez, un gran porcentaje del drea total,

estaba cubierta por cistos en degeneracion (Figs. 1V.1.44 a-d).
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IV.1.4: DISCUSION

La estructura anatdmica testicular de A. platana y S. bonapartii,
coincide con lo observado en la mayoria de los batoideos (Walker, 2005). Los
testiculos son pares y aplanados dorsoventralmente, acorde con la morfologia
general de las rayas (Dasyatis sabina, Maruska et. al, 1996; Himantura signifer,

Chatchavalvanich et. al., 2005).

En ambas especies, las observaciones microscopicas mostraron que la
relacion érgano epigonal/tejido testicular disminuyd gradual y
considerablemente con la maduraciéon sexual. La relacién existente entre estos
dos érganos a lo largo de la ontogenia, concuerda con lo observado en otras

especies de batoideos (Pratt ,1988; Walsh y Luer, 2004; Lutton y Callard, 2007).

La espermatogénesis es un proceso complejo, altfamente organizado y
coordinado, que involucra interacciones morfoldgicas y funcionales entre las
células germinales y algunos tipos de células somdticas y sus secreciones

(Skinner, 1991; Pieratoni et. al., 2009; McClusky, 2012).

En los condrictios estudiados hasta el momento, se observd que las
espermatogonias y las células de Sertoli asociadas a ellas, son circunscriptas
por la membrana basal, antes de la meiosis. Las lampreas, mixinos y los peces
cartilaginosos, son considerados “poliespermatocisticos” porque numerosos
cistos forman sus testiculos durante espermatogénesis (Pratt, 1988; Stanley,

1990; Grier, 1992).

La produccién y maduracion de los espermatocistos en el testiculo,

puede seguir patrones diferentes. Estos patrones definen los modelos
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testiculares radiales, diamétricos y compuestos (Pratt ,1988). Los dos primeros
no parecen presentar diferencias en cuanto a la cantidad de esperma que
producen (Stanley, 1963). El desarrollo radial, no solo estd adaptado al cuerpo
chato de los batoideos, sino que esto hace que sea menor la distancia que
deben atravesar los cistos, hacia los conductos seminales. En las dos especies
en estudio, la arquitectura testicular lobular y el tipo de desarrollo de los cistos,
se corresponde con el modelo de testiculo compuesto y se encuentra referido
en ofros batoideos (D. americana y M. californica , Pratt 1988; H. signifer,
Chatchavalvanich et. al., 2005; Narcine bancroftii, Rhinobatos percelles,
Urofrygon venezuelae y D. guttata, Acero et al., 2008; Rhinoptera bonasus,

Poulakis y Grier, 2013).

En los peces cartilaginosos, las etapas sucesivas de la espermatogénesis
se organizan en un estricto orden temporal y espacial, manifestdndose una
clara zonacién. En los amniotas y algunos teledsteos, la espermatogénesis no
estd contenida en cistos sino en tUbulos seminiferos (Bryconops affins, Andrade
et. al., 2001). En los anamniotas, como es el caso de los condrictios, la
espermatogénesis es de tipo cistica (Callard, 1996; Batlouni et. al., 2009). Los
cistos o espermatocistos constituyen la unidad funcional y estructural del
testiculo y en su interior se encuentran células de Sertoli y células germinales,
sincronizadas en la misma etapa de desarrollo (Pratt, 1988; Callard, 1996). El
incremento en el nUmero de ambos tipos celulares también ocurre en forma

sincronizada (Schulz et. al., 2010).

En A. platana y S. bonapartii, el proceso de espermatogénesis es similar

al estudiado en otros elasmobranquios (Maruska et. al., 1996; Girard et. al.,

102 | Pagina



Cap. IV: Sistema Genital Masculino de A. platana y S. bonapartii

Testiculo

2000; Conrath y Musick, 2002; Chatchavalvanich et. al., 2005; Engel y Callard,

2005; Barone et. al., 2007).

Si bien las clasificaciones son siempre arbitrarias, constituyen un modo
efectivo para sistematizar los distintos procesos continuos. En los peces
cartfilaginosos, existen diferentes maneras de encuadrar cada una de las fases
de la espermatogénesis. Roosen-Runge (1977) reconoce tres grandes estadios:
una primera fase o estadio mitdtico al que denominan espermatocitogénesis,
una segunda fase o estadio meidtico, denominado fase espermatocistica y
una tercera etapa o estadio espermiohistogénico o espermiogénesis. Por ofra
parte, Teshima (1981), considera solo dos etapas: una primera o
espermiocitogénesis, la cual comprende tanto la fase mitética como la
meidtica y una espermiohistogénesis, o diferenciacién de las espermdatides.
Para este estudio y a fin de poder comparar los resultados con los de otras
especies afines, se emplearon los criterios mds comunes actualmente (Maruska
et. al., 1996; Girard et. al., 2000; Chatchavalvaich et. al., 2005; Engel y Callard,
2005). En este trabajo, se identificaron 7 estadios de desarrollo, contenidos en

cistos con caracteristicas estructurales diferentes.

La primera etapa (estadio |) es precistica y tiene lugar en la zona
germinal del testiculo, cuya localizaciéon varia, dependiendo del modelo
testicular. En ambas especies en estudio, existe una zona germinal en la
superficie dorsal de cada lébulo. Esta zona se registrd en ejemplares
inmaduros, en maduracion y maduros. En algunas especies se exhibe un
ensanchamiento de esta zona denominado “papila germinal” (Stanley, 1966;

Maruska et. al., 1996; Chatchavalanich et. al., 2004). Dicha papila estd ausente
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tanto en A. platana como en S. bonapartii, pero la zona germinal si se
encuentra presente en los testiculos maduros de ambas especies, a lo largo
del ano. Esto sugiere que la espermatogénesis es un proceso continuo. Los
cistos de los estadios Il y lll, gue contienen espermatogonias y espermatocitos
respectivamente, muestran una composiciéon celular totalmente similar al resto
de los vertebrados, independientemente de que la unidad bdsica testicular

sea el tUbulo o el cisto (Engel y Callard, 2005).

El proceso de espermiogénesis puede presentar muchas variaciones
entre los diferentes taxones. Girard et. al. (2000), describid tres tipos diferentes
de espermatides en Cenfroscymnus coelolepis y Centrophorus squamosus, con
base en la observaciéon de los nucleos: a) espermatides inmaduras con ndcleos
redondos y pequenos, b) espermdatides intermedias con nucleos piriformes y )
espermdatides maduras con nUcleos ovales y grandes. La espermiogénesis es un
proceso continuo y complejo que implica entre otras cosas, la condensacion
de la cromating, el alargamiento del nicleo, la pérdida de gran parte del
citoplasma y el desarrollo del flagelo. Teniendo en cuenta esto, no es raro
encontrar una amplia gama de morfologias celulares incluidas en este estadio.
En A. platana y S. bonapartii se diferenciaron espermdatides inmaduras y
maduras, las cuales presentaban diferencias morfoldgicas a nivel del ndcleo y
disposicién dentro del cisto, en forma similar a Himantura signifer

(Chatchavalvanich et. al., 2005).

Las células de Sertoli cumplen varias funciones durante la
espermatogénesis. Estas funciones incluyen: soporte fisico de las células

germinales en desarrollo, eliminacion de cuerpos residuales desprendidos por
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el desarrollo de las espermdatides, esteroidogénesis y participacion en la

evacuacion de los espermatozoides (Nagahama, 1986; Prisco et. al., 2002).

Durante el desarrollo de la espermatogénesis, en ambas especies en
estudio, las células de Sertoli se observaron durante las primeras etapas
enfrentando el lumen de los cistos. Luego, en el inicio de la meiosis, su
ubicacién se modificd, encontrdndose en la periferia del cisto. Las células de
Sertoli mantuvieron esta posicidon, hasta la finalizacion de la espermiogénesis.
No se conoce aun la causa de esta, aparente, migracion, pero puede estar
relacionada con cambios temporales en la recepcidn de la senal endocring,
con la produccién de andrégenos, o con la inhibicién o activacion de la
meiosis durante la ontogenia (Nagahama, 1986; Wartenberg, 1989). Es posible
que las células de Sertoli no migren realmente, sino que sus nUcleos se

desplacen durante el proceso (Poulakis y Grier, 2013).

La presencia de una zona de degeneracion exhibe una gran variaciéon
entre las especies de condrictios. Teshima (1981), no la hallé nien M. manazo,
ni en M. griseus. Sin embargo, Simpson y Wardle (1967) y Sumpter y Dood
(1979), reportaron algunas variaciones en su localizaciéon, de acuerdo ala
estacién del ano, en Squalus acanthias y Scyliorhinus canicula. Por el contrario,
los datos expuestos aqui, no muestran diferencias anuales en su localizacion.
Sin embargo, el drea de cobertura de la zona de degeneracién en .
bonapartii fue mayor durante el invierno, lo que sugiere que la produccién de
cistos maduros, ya fue liberada a los conductos y coincide con la época de

apareamiento de la especie en el golfo (Estalles, 2012). En A. platana la
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cobertura de esta drea se mantuvo constante a lo largo de las estaciones, 1o

cual hace suponer una actividad sexual constante.

En ambas especies, se observaron células en el intersticio del testiculo
con caracteristicas similares a las células de Leydig. Segun Loir et. al. (1995), en
los elasmobranquios, las células de Leydig frecuentemente estdn ausentes o
son escasas e indiferenciadas. Investigaciones ultraestructurales realizadas en
ejemplares sexualmente maduros de Torpedo marmorata, revelaron la
presencia de verdaderas células de Leydig en el espacio intersticial (Prisco ef.
al., 2002). Es claro que su contribucion a la produccion intratesticular de
hormonas esteroides No es cuantitativamente importante, si se las compara
con la produccién por parte de las células de Sertoli, que en algunos casos las
remplazarian en su funcién hormonal (Pudney y Callard, 1986; Loir et. al., 1995;

Chatchavalvanich et. al., 2004; Engle y Callard, 2005).

En los ejemplares juveniles de ambas especies, no se encontraron cistos
con espermatozoides. Esto concuerda con lo observado en U. venezuelae y R.
percellens (Acero et. al., 2008). En los juveniles de M. manazo y M. griseus
(Teshima, 1981), C. coelolepis (Girard et. al., 2000) y Sphyrna tiburo (Gelsleichter
et. al., 2002), se describen los mismos estadios espermatogénicos que los
observados en ejemplares adultos. Segun Girard etf. al. (2002), en estos casos
los testiculos maduran antes de que los animales puedan reproducirse
(claspers pequenos y flexibles). Este hecho fue registrado en solo dos
ejemplares juveniles de A. platana, donde se observaron testiculos con cistos

maduros.
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Los testiculos de los ejemplares inmaduros se reconocen porque en ellos
sélo se observan cistos con espermatogonias y espermatocitos primarios. Esto
mismo ha sido reportado en U. venezuelae (Acero et. al., 2008) y las especies

en este estudio concuerdan con ello.

La estacionalidad de los ciclos reproductivos de los machos de peces
cartilaginosos se analiza, generalmente, considerando criterios macroscopicos
tales como, cambios en el indice gonadosomdtico, en el ancho del epididimo
y en el didmetro de la vesicula seminal, entre ofras (Pratt, 1979; Maruska et. al.,
1996; Poulakis y Grier, 2014). El enfoque histoldgico, como complementario de
de andlisis de los indices reproductivos, otorga una mayor precision en el

estudio del ciclo de vida de estas especies.

Parsons y Grier (1992), afirmaron que el estudio de la cobertura testicular
de cada estadio espermatogénico en el tejido testicular, es una herramienta
Util para determinar los ciclos reproductivos y la produccion de cistos a lo largo
de la espermatogénesis. De esta manera se pueden relacionar los datos
histolédgicos con los indices gonadosomdticos (véase Cap. V: Indicadores
reproductivos). Nuestro andlisis demostrd, en ambas especies, que todos los
estadios espermatogénicos estuvieron presentes a lo largo de las cuatro
estaciones de ano. En A. platana, el porcentaje de cobertura de los diferentes
estadios se mantuvo contante a lo largo del ano, de lo cual se infiere una
produccion continua de espermatozoides. Esta dindmica ha sido reportada en
otras especies como Leucoraja ocellata (Sulikowski et. al., 2004); Amblyraja

radiata (Sulikowski et. al., 2005) y Cephaloscyllium laticeps (Awruch et. al., 2009)
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y pareceria estar relacionado con el tipo de ciclo reproductivo de la especie:

anual con dos picos de maxima actividad (Coller, 2012).

Si bien en S. bonapartii, los meses de verano y otono mostraron un
mayor porcentaje de cobertura para el estadio V. Esto sugiere una produccion
estacional de espermatozoides. En otras especies como M. manazo, M.griesus,
H. ocellatum y S. canalicula, se encontrd el mismo patrén. Estalles (2012)
determind para la misma especie, en el golfo San Matias, que los valores
maximos del indice gonadosomdatico se producian en estos meses, lo cual
coincide con este estudio. También postuld que la época de apareamiento se
registraba en las estaciones de invierno y primavera, lo cual explicaria el
aumento de la zona de degeneracién en invierno, ya que los espermatozoides

maduros ya estarian en los epididimos y conductos deferentes.

En los Ultimos anos, los andlisis histoldgicos han sido muy importantes en
los estudios reproductivos, permitiendo mejorar la eficacia en el manejo de
estos recursos (Alonso Ferndndez et. al., 2011). Por lo general este tipo de
estudios se han concentrado en la gbnada femenina y los machos tienen
menos peso, desde este punto de vista. El andilisis realizado en esta seccidn,
proporciona, no sélo informaciéon mds exacta sobre la morfologia y dindmica
de las gbnadas masculinas, sino que también ha demostrado ser un enfoque
complementario que puede confribuir a un mejor conocimiento y cuidado de

estas especies de interés comercial.
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Figura IV.1.1: Modelos de desarrollo testicular propuestos por Pratt, 1988.
Figura IV.1.2: Claspers de un macho maduro de S. bonapartii.
Figura IV.1.3: Claspers de un macho maduro de A. platana.

Figuras IV.1.4 y IV.1.5: §. bonapartii. Ubicacién de los testiculos en la cavidad del cuerpo

de un ejemplar inmaduro y maduro respectivamente.

Referencias: Flechas rojas: claspers; Te: testiculos; Cav: cavidad del cuerpo.
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Figura IV.1.6: A. platana. Testiculos de un ejemplar inmaduro. Nétese que la mayor parte

del tejido corresponde al 6rgano epigonal.

Figura IV.1.7: A. platana. Testiculo de un ejemplar en maduracién donde se puede

observar el desarrollo de l6bulos aislados.
Figura IV.1.8: Testiculos maduros. a) A. platana b) S. bonapartii.

Figura IV.1.9: Testiculo de un ejemplar maduro de A. platana, donde se pueden observar

con detalle los 16bulos testiculares con sus respectivas zonas germinales.

Referencias: Te: testiculo; Oe: érgano epigonal; Circulo negro punteado: 16bulo

testicular.

112 |Pagina



Cap. IV: Sistema Genital Masculino de A. platana y S. bonapartii

Testiculo

113 |Pagina



Cap. IV: Sistema Genital Masculino de A. platana y S. bonapartii

Testiculo

Figura IV.1.10: Epitelio testicular a) ctbico simple ciliado (4. platana) b) plegado (S.
bonapartii). Nétese la tdnica albuginea por debajo del mismo. Coloraciones: Tricrémico de

Masson.

Figura IV.1.11: A. platana. Lébulo testicular donde pueden observarse cistos en diferentes
estadios de desarrollo. Las lineas punteadas delimitan un 18bulo. Coloracidn: Tricrémico de

Masson.

Figura IV.1.12: Detalle de las fibras reticulares que corresponden al tejido conectivo de las

trabéculas. Coloracion: Técnica de Gomori.

Figura IV.1.13: A. platana. Relacién entre el tejido epigonal y el testicular. Coloracion:

Tricrémico de Masson.

Figura IV.1.14: S. bonapartii. Vista general de un corte transversal del testiculo de un
ejemplar maduro, donde se pueden observar varios 16bulos. Nétese la retraccién del 6rgano
epigonal. Las flechas indican el avance madurativo de los cistos. Coloracién: Tricrdmico de

Masson.

Referencias: Ep: epitelio; Tc: tejido conectivo; Te: testiculo; Zg: zona germinal; Oe:
érgano epigonal; Zd: zona de degeneracién; D: dorsal; V: ventral; Flechas azules: fibras

reticulares.
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igura IV.1.15. A. platana. Zona germinal de un ejemplar maduro. Coloracién: Tricrémico

de Masson. Coloracion: Tricrémico de Masson.

Figura IV.1.16: S. bonapartii. Detalle de las espermatogonias y células de Sértoli en la zona
germinal de un ejemplar en maduracién. El circulo negro punteado indica un cisto en

unilaminar en formacién. Coloracion: Tricrémico de Masson.

Figura IV.1.17: S. bonapartii. Cistos unilaminares y multilaminares. Coloracién: Tricrémico

de Masson.

Figura IV.1.18: §. bonapartii. Cistos multilaminares de diferentes didmetros. Coloracidn:

Tricrémico de Masson.

Figura IV.1.19: S. bonapartii. Detalle de un cisto multilaminar donde se pueden observar

los nticleos de las células de Sértoli hacia el lumen. Coloracion: Tricrémico de Masson.

Referencias: Zg: zona germinal; Cs: Células de Sértoli; Eg: espermatogonias; Cu: cisto
unilaminar; Cm: cisto multilaminar; Oe: 6rgano epigonal; Ncs: nicleos de las células de

Séreoli; Flecha roja: conducto intratesticular.
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Figuras IV.1.20 y IV.1.21: A. platana. Cistos multilaminares. a) superficie apical del cisto
PAS (+) b) superficie apical del cisto AB pH 2,5 (+). Coloraciones: PAS y AB 2,5 pH.

Figura IV.1.22: A. platana. Cisto multilaminar de un ejemplar adulto, donde se puede
observar la “migracién” de los niicleos de las células de Sértoli en la regién basal del mismo.

Coloracién: Tricrémico de Masson.

Figura IV.1.23: A. platana. Vista general de cistos en diferentes estadios espermatogénicos

en un ¢jemplar adulto. Coloracion: Tricrémico de Masson.

Figura IV.1.24: A. platana. Cistos con espermatocitos primarios y secundarios en un

ejemplar adulto. Coloracién: Hematoxilina-Eosina.

Figura IV.1.25: A. platana. Cortes semifinos de un testiculo maduro en donde pueden
observarse los nucleos de los espermatocitos. A) ntcleos en profase I b) nticleos en matafase

1. Coloracién: azul de metileno- azur 1I- fucsina bdsica.

Referencias: Flecha negra: regién apical del cisto PAS (+); Cabeza de flecha negra: regién
apical AB pH 2,5 (+); Cabezas de flecha rojas: células de Sértoli; Epl: espermatocitos
primarios; Epll: espermatocitos secundarios; Eti: espermdtides inmaduras; Circulo negro:

nucleos profase I; Circulo negro punteado: nicleos en metafase .
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Figura IV.1.26: A. platana. Detalle de un cisto con espermdtides inmaduras. Coloracidn:

Hematoxilina-Eosina.

Figura IV.1.27: A. platana. Detalle de un cisto con espermatides maduras comenzdndose a

agrupar. Coloracién: Tricrémico de Masson.

Figura IV.1.28: A. platana. Cistos con espermatozoides maduros e inmaduros. Coloracién:

Hematoxilina-Eosina.

Figura IV.1.29: A. platana. Detalle de un cisto con espermatozoides inmaduros en donde
se observan paquetes de espermatozoides laxos (flechas negras). Coloracion: Tricrémico de

Masson.

Figura IV.1.30: S. bonapartii. Detalle de un cisto con espermatozoides maduros organizado

en paquetes compactos. Coloracion: Tricrémico de Masson.

Figura IV.1.31: S. bonapartii. Detalle de las células de Sérroli y los paquetes de

espermatozoides embebidos en ellas. Coloracion: Tricrémico de Masson.

Rcferencias: Erti: espermétides inmaduras; EplII: espermatocitos secundarios; Etm:
espermdtides maduras; Ezi: espermatozoides inmaduros; Ezm: espermatozoides maduros;

Cs: célula de Sértoli; Pez: paquete de espermatozoides.
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Figura IV.1.32: A. platana. Detalle de un cisto con espermatozoides donde se observa la

méxima compactacién de los paquetes espermadticos. Coloracion: Tricrémico de Masson.

Figura IV.1.33: A. platana. Cisto previo a la espermiacién, mostrando reactividad positiva

al PAS en la regién periférica del mismo. Coloracion: PAS.

Figura IV.1.34: A. platana Vista general de cistos con espermatozoides AB pH 2,5
(+).Coloracion: Azul Alcidn pH 2,5.

Figuras IV.1.35 y IV.1.36: A. platana. Zona de degeneracién. IV.1.35) Detalle de los
cistos vacios luego del proceso de espermiacién IV.1.36) Cistos vacios PAS (+). Coloraciones:

Tricrémico de Masson y Azul Alcidn pH 2,5 respectivamente.

Figura IV.1.37: A. platana. Células de Leydig en el espacio intesticial. Coloracidn:

Tricrémico de Masson.

Referencias: Ezm: espermatozoides maduros; Flechas azules: Células de Sértoli; Flechas
negras: reaccién PAS (+); asterisco: cistos con espermatozoides maduros AB pH 2,5 (+);

Oe: érgano epigonal; Zd: zona de degeneracién; Te: testiculo; Cl: células de Leydig.
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Figura IV.1.38: Vista general del testiculo de un ejemplar inmaduro de A. platana.

Coloracion: Tricrémico de Masson.

Figura IV.1.39: Detalle de un I6bulo del testiculo de un ejemplar inmaduro de A. platana,
donde se pueden observar cistos inmaduros y una zona de degeneracién. Coloracion:

Tricrémico de Masson.

Figura IV.1.40: Testiculo de un ejemplar en maduracién donde se pueden observar cistos

con espermatozoides. Coloracién: Tricrémico de Masson.

Referencias: Flechas negras: Cistos con espermatozoides; Oe: 6rgano epigonal; Zd: zona

de degeneracién; Te: testiculo.
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Figuras IV.1.41 y IV.1.42: Didmetro de las espermatogonias y de los diatintos
espermatocistos. IV.1.41) S. bonapartii IV.1.42) A. platana.

Referencias:

A: Didmetro de las espermatogonias;

B: Didmetro de los cistos uni y multilaminares;

C: Didmetro de cistos con espermatocitos primarios y secundarios;
D: Didmetro de cistos con espermatides inmaduras y maduras;

E: Didmetro de cistos con espermatozoides inmaduros;

F: Didmetro de cistos con espermatozoides maduros;

G: Zona de degeneracién.
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Figuras IV.1.43 a-d: A. platana. Andlisis estacional del porcentaje de cobertura de los

diferentes estadios espermatogénicos.

Referencias:

1: Zona germinal;

2: Cistos inmaduros;

3: Cistos con espermatocitos primarios y secundarios;
4: Cistos con espermdtides inmaduras y maduras;

5: Cistos espermatozoides inmaduros y maduros;

6: Zona de degeneracidn.
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IV.2: CONDUCTOS GENITALES

IV.2.1: INTRODUCCION

Los condrictios poseen un sistema de conductos genitales que derivan
de los conductos de Muller y presentan varias homologias con los de ofros

vertebrados (Musick y Ellis, 2005; Mc Millan, 2007) (véase Cap. lli: Infroduccion).

Los érganos internos del aparato genital masculino incluyen un par de
testiculos, conductos genitales intratesticulares y extratesticulares (eferente,
epididimo, conducto deferente). Ademds presentan gldndulas anexas:
vesicula seminal, gldndula de Leydig y gldndula alcalina, esta Ultima solo
presente en rayas. Durante la maduracion de las gonadas masculinas, los
espermatozoides maduros producidos en los testiculos son transportados a los
conductos genitales (Conrath, 2005; Walker, 2005). Esto se produce en las
etapas finales de la espermiogénesis, por medio del vaciamiento de los
espermatocistos a una red colectora de conductos intfralobulares, por donde
el esperma llega a los conductos eferentes y baja hacia el conducto de los

claspers (Hamlett, 1999a; Jones et. al., 2005).

La gladndula de Leydig fue descripta por Jones 'y Jones (1982) en
Heterodontus portusjacksoni como una gldndula tubular ramificada, que se
conecta al segmento inicial del epididimo. Posee células especializadas en la
produccion de proteinas, las cuales se encuentran en niveles elevados en los
fluidos seminales (Jones y Lin, 1993). Ademds, identificaron tres tipos principales
de “particulas” (no gametas) en el lumen de los conductos genitales: cuerpos

de células de Sertoli; citoplasmas de células de Sertoli y cuerpos de las
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gldndulas de Leydig, todos ellos con diferente tamano, forma y afinidad

fintorial.

Una de las adaptaciones reproductivas que poseen los condrictios, es la
capacidad de ambos sexos de almacenar esperma por largos periodos (Smith
et. al., 2004; Jones ef. al., 2005). En los machos, puede ser aimacenado en la
parte media del epididimo y en las vesiculas seminales (Pratt y Tanaka, 1994).
Segun la especie, los espermatozoides se almacenan formando agregados
inmersos en una matriz eosinéfila (espermatdforos), o pueden formar masas en
las que las colas se proyectan hacia fuera del perimetro de la matriz
(espermatozeugmata) (Pratt y Tanaka, 1994).

En los peces 6seos, en cambio, cuando existe almacenamiento, el
semen se acumula en el conducto deferente, sin presentar la disposicion

mencionada anteriormente (Chatchavalvanich et. al., 2005).

Los objetivos del presente capitulo fueron:

v' Analizar las caracteristicas histoldgicas y citolégicas de los conductos
genitales de Atlantoraja platana y Sympterygia bonapartii y su variacion
segun el estadio de madurez.

v' Registrar la presencia de esperma en los conductos infra y
extratesticulares.

v Comparar los resultados obtenidos con otras especies de Condrictios.
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IV.2.2: MATERIALES Y METODOS

Véase IV.1.2: Materiales y métodos.

IV.2.3: RESULTADOS

IV.2.3.1: ESTRUCTURA Y ORGANIZACION MACROSCOPICA DE LOS CONDUCTOS

GENITALES EN MACHOS DE AMBAS ESPECIES.

El sistema de conductos y gldndulas en ambas especies (véase Cap. ll:
Figs.l.12; 11.14 y 1. 16) se dispone en sentido anteroposterior y en forma bilateral

en el siguiente orden:

e Conductos intralobulares: ubicados en el estroma testicular.

e Conductos eferentes: son tubulares y cortos. Se encuentra asociados al
érgano epigonal que bordea de testiculo.

e Epididimo: Conducto sumamente enrollado en el cual se pueden
diferenciar dos zonas, una proximal y una distal.

e Conducto deferente: conducto de trayecto mdas o menos lineal, que se
ensancha en la parte final, para formar la vesicula seminal.

e Cloaca: seno urogenital amplio, que comunica con el exterior y que se
continua con los surcos de los claspers, por donde se vehiculiza el
esperma y el cual recibe la secrecion de la gldndula homodnima.

e Glandula de Leydig: corre de forma paralela al epididimo y llega hasta
la parte anterior de los conductos deferentes. Presenta una coloracion

amarillenta y forma lobulada.
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e Glandula de los clasper: son gldndulas pares que se disponen en forma
paralela al eje mayor de los érganos copuladores. Estas gldndulas son

alargadas y estdn inmersas en un saco dérmico.

La parte final del trayecto de los conductos genitales, se encuentra

asociado al tejido renal.

Los epididimos y los conductos deferentes junto a las gldndulas de

Leydig, se situan dorsalmente a ambos lados de la columna vertebral.

IV.2.3.2: ESTRUCTURA Y ORGANIZACION MICROSCOPICA DE LOS CONDUCTOS

GENITALES EN MACHOS DE AMBAS ESPECIES.

El sistema de conductos se inicia con los conductos intralobulares, que
se ubican en el estroma conectivo testicular. La mucosa, estd formada por un
epitelio simple cubico, bajo, cuyos nUcleos redondeados ocupan casila
totalidad del citoplasma. El tejido conectivo que se encuentra por debajo del
epitelio es sumamente delgado y se confunde con el estroma conectivo
general de los testiculos. En las regiones donde los cistos presentan mayor
didmetro, estos conductos pueden encontrarse presionados contra la

membrana basal cistica (Figs. IV.2.1 y IV.2.2).

Los conductos eferentes se asocian al tejido epigonal que bordea el
testiculo (Fig. IV.2.3). En S. bonapartii presentan un epitelio cilindrico simple, con
estereocilios de altura variable (Figs. IV.2.3y IV.2.4). Los conductos eferentes de
A. platana, en cambio, tienen un epitelio simple cubico sin especializaciones
(Fig. IV.2.5). En ambas especies no se detectd actividad secretoria. Por debajo

del epitelio se puede observar una capa de tejido conectivo denso y células
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musculares lisas aisladas (Figs. IV.2.4 y IV.2.5). En los machos maduros de A.
platana, se registrd presencia de espermatozoides, de manera desagregada,
en los meses de junio y agosto (Fig. IV.2.5). En los machos maduros de S.

bonapartii no se observé esperma.

Las secciones histolégicas del epididimo, muestran numerosos tubulos
que corresponden a un solo conducto altamente enrollado, cuya parte
anterior se encuentra asociada al érgano epigonal (Figs. IV.2.6 y IV.2.7). En el
lumen se observaron, en las cuatro estaciones de ano y en ambas especies,
espermatozoides de forma desagregada (zona proximal) y en agregaciéon
(zona distal) (Figs. IV.2.8;1V.2.9 y IV.2.10). Los ejemplares con estas
caracteristicas tenian, ademds, cistos con espermatozoides (véase Cap. IV.

1.1.3). En S. bonapartii se registraron cuerpos de Sertoli (Fig. IV.2.8).

El epididimo estd tapizado por un epitelio pseudoestratificado bajo con
cilias y estereocilios entremezclados. Morfolégicamente se pueden diferenciar
dos zonas, una proximal y otra distal, basdndose en la altura de las
especializaciones de la membrana apical (mas altas en la region distal) y en la
forma de organizacion de los espermatozoides (Figs. IV.2.9 y IV.2.10). Por
debajo del epitelio hay una capa de tejido conectivo denso, con células
musculares lisas aisladas (Fig. IV.2.9). La regidon distal se caracteriza por un
aumento progresivo del enrollamiento. La presencia de cilias y
microvellosidades en esta regién, en A. platana, se corrobord con microscopia

electréonica (Fig. IV.2.11). El epitelio del érgano resultd PAS (-) y AB pH 2,5 (+).

En el conducto deferente, el epitelio de revestimiento es similar al

epididimario, pero en este caso la mucosa estd muy plegada, haciéndose mds
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plegada aun en la regién de las vesiculas seminales (Figs. 1V.2.12; 1V.2.13;
IV.2.14 y IV.2.15), por debajo se observa una capa de tejido conectivo muy
fina con escasas fibras musculares dispersas. En estos conductos, 10s

espermatozoides se encuentran de manera agregada (Fig. IV. 2.16).

La vesicula seminal presenta la mucosa sumamente plegada, con
largas papilas, revestidas por epitelio seudoestratificado, en las cuales ingresa
el corion (Figs. IV.2.14 y IV.2.15). En el interior, los espermatozoides se

encuentran formando grupos (Fig. IV.2.16).

La gldndula de Leydig, es de tfipo tubular ramificado. Se encuentran
rodeando el epididimo y el conducto deferente (Figs. IV.2.6; IV.2.18 y IV.2.19). El
epitelio es cilindrico simple y la mayor parte de sus células son secretoras, con
nucleos ovalados y basales. Enfre ellas se observan células con estereocilios y
nucleos apicales (Fig. IV.2.19). Cada adendmero estd rodeado por una capa
de tejido conectivo denso vy fibras musculares lisas. La secrecidon de estas

gldndulas es PAS (+) y AB pH 2,5 ().

A lo largo del ano se encontrd semen, tanto en el epididimo como en el
conducto deferente de ambas especies. Con respecto ala vesicula seminal,

solo se encontrd esperma en dos ejemplares de verano de A. platana.

IV.2.3.3 LARVA L; DE Anisakis sp.

Durante el estudio de las gbnadas masculinas, se registrd la presencia
de larvas Ls de Anisakis sp. (pardsito, Nematoda) dentro de la cavidad visceral

de dos ejemplares machos de A. platana (uno en maduracion y uno maduro).
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Los pardsitos se encontfraron en el érgano epigonal, asociado a los testiculos y

conductos genitales (Figs. IV.2.20 y IV.2.21).

En el caso del hospedador en maduracion, las larvas se encontraron en
el érgano epigonal adyacente al testiculo, rodeadas por una intensa respuesta
inflamatoria (Fig. 1V.2.20). En el ejemplar maduro se registraron en el tejido
linfomieloide, cercano a los conductos genitales, pero en este caso no se

detectd respuesta inflamatoria (Fig. IV.2.21).

Siguiendo el criterio de Oshima (1972) la larva se identificé como un
estadio 3 (Ls) de Anisakis sp. La cuticula se presento con tenues estriaciones
transversas, un nUmero de células musculares de aproximadamente 41-56 por
cuadrante y cordones hipodérmicos de forma acorazonada. El didmetro

mdaximo de las larvas rondd entre los 0.35y 0.37 mm (Figs. 1V.2.22 y IV.2.23).

A pesar de la presencia de estas larvas, la citoarquitectura del tejido

reproductivo y del linfomieloide se hallaba conservada.
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IV.2.4: DISCUSION

La estructura anatdmica del sistema reproductor masculino de ambas
especies coincide con lo observado en la mayoria de los batoideos (Walker,
2005).

En los vertebrados amniotas, los espermatozoides producidos dentro de
los tUbulos seminiferos, son vehiculizados por contraccion de las células mioides
hacia el sistema de conductos. En la mayoria de los anamniotas en cambio,
no existen tubulos seminiferos, sino que presentan espermatocistos. Estas
estructuras se forman en una zona germinal y se constituyen en sacos
ocupados completamente, por una cohorte de células espermdaticas (Pratt,
1988; Walker, 2005). El desplazamiento de los espermatocistos alejdndose de la
zona germinal, a medida que avanza el proceso de diferenciacion, no es un
movimiento activo. Los cistos mds avanzados en el desarrollo van siendo
frasladados pasivamente hacia la zona ventral, por la siguiente cohorte de
espermatocistos (Parsons y Grier, 1992; Chatchavalvanic et. al., 2005) (véase
Cap. IV.1.1: Testiculo).

Finalmente, los cistos cargados de espermatozoides vierten su contenido
en los conductos intralobulares, que son el inicio del sistema de conductos.
Estos conductos podrian analogarse a los tubulos rectos y la rete testis,
presentes en los testiculos de los mamiferos y constituyen el nexo entre los cistos
maduros y los conductos eferentes (Chatchavalvanich et. al. 2005).

Luego de la espermiacién, los cuerpos y citoplasmas de las células de
Sertoli pueden permanecer en los conductos genitales (Jones ef. al., 1984;

Pudney y Callard, 1986; Hamlett ef. al., 1999a; Henderson et. al., 2014; Pedreros
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Sierra y Ramirez Pinilla, 2015). Estas estructuras se hallaron en ambas especies, a
lo largo del trayecto de los conductos.

Los conductos eferentes estdn revestidos por un epitelio simple que, en
S. bonapartii, presenta especializaciones apicales. La arquitectura de este
segmento es muy variable dentro del grupo, pudiendo presentar cilias y el
revestimiento ser pseudoestratificado (Heterodontus portusjacksoni, Hamlett et.
al., 1999a) o simple (Himantura signifer; Chatchavalvanich et. al., 2005).

En los mamiferos, el transporte espermdtico se ve favorecido por
contracciones de las tunicas musculares de los conductos. Por el contrario, en
los batoideos la fuerza motriz principal proviene de la especializaciones del
epitelio y la participaciéon muscular es minoritaria (Chatchavalvanich et. al.,
2005; Jones y Hamlett, 2005). Las especies estudiadas no presentaron una capa
muscular desarrollada, pero en todo el fracto genital se observaron cilios y
estereocilios, corroborando la tesis de fuerza motriz ciliar.

El epididimo de ambas especies estd claramente zonificado. La
presencia tanto de cilias como de estereocilias no es habitual y se ha
encontrado en algunas especies (Jones y Lin, 1993; Jones y Hamlett, 2006), en
tanto que en ofras solo se hallaron cilios (Chatchavalvanich et. al., 2005).

En las especies estudiadas en este trabajo se encontraron
espermatozoides libres, en distintos grados de agregacion, en la luz del
epididimo. Los animales ectodermos producen espermatozoides a menor
velocidad que los endotermos vy, por ende, dependen mds del
almacenamiento espermdtico, como una estrategia para optimizar la
probabilidad de fecundacion (Jones, 1998). Otro factor que favorece la

funcidén de reserva, es la limitacién alométrica de la masa testicular, que
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induce a que la acumulacién se produzca en el sistema de conductos (Jones,
1999). Asimismo, en los condrictios, la espermatogénesis es un proceso
continuo en animales sexualmente maduros, con picos estacionales (Hamlett,
1999b). Asi, el almacenamiento espermdatico se adecUa con la época de
apareamiento (Jones, 1998; 2005). La reserva puede ocurrir tanto en el
epididimo como en la vesicula seminal (Callorhynchus milli, Reardon et. al.,
2002; D. sabina, Percy et. al., 2003; H. signifer, Chatchavalvanich et. al., 2005;
Potamofrygon magdalenae, Pedreros Sierra y Ramirez Pinilla, 2014). En A.
platana, al igual que en S. bonapartti, se encontraron espermatozoides en el
epididimo en todos los ejemplares maduros muestreados y en todas las
estaciones de ano. La vesicula seminal, por su parte, se encontrd vacia en la
mayoria de los ejemplares analizados. Por lo tanto, no existiria una reserva
espermdadtica en este framo. Esto es l6gico, ya que en ambas especies, se
registraron cistos maduros en los testiculos a lo largo del ano. En base a estas
dos caracteristicas, pueden considerarse que son especies con produccion
continua de esperma, por lo cual la "reserva espermdtica™ no seria una
necesidad.

Estructuralmente, la vesicula seminal presenta una mucosa plegada. Sin
embargo, el revestimiento de la misma pareciera ser variable dentro del grupo.
Hay especies que presentan un epitelio cilindrico simple (H. portusjacksoni,
Jones vy Lin, 1993; R. erinacea, Hamlett et. al., 1999a; D. sabina, Piercy et. al.
2003; R. eglanteria, Jones y Hamlett, 2006;). Por su parte, las especies aqui
estudiadas, exhiben epitelio pseudoestratificado, al igual que (M. griesus y M.
manaso, Teshima, 1981; D. bleekeri, Chatchavalvanich y Visutthipat, 1994; H.

signifer, Chatchavalvanich et. al., 2002;) De todas formas, la diferencia
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estructural es minima, ya que en ambos casos, ambos epitelios son simples y no
parecieran tener una funcion especifica que pueda inferirse de su estructura.

En general, la tUnica muscular no suele ser muy importante, a excepcion
de C. milli, donde existe una capa de musculo liso definida (Reardon et. al.,
2002). De todas formas, estas pequenas diferencian morfolégicas no son
sustanciales en la estructura y funciéon de la gldndula.

En las dos especies analizadas, los espermatozoides cambian el estado
de agrupamiento a lo largo del trayecto del sistema de conductos. Esta
situacion coincide con las observaciones de Colonello, (2009) para las
especies: Atlantoraja castelnaui, Rioraja agassizi y Zapteryx brevirostris en las
costas bonaerenses. El empaqguetamiento final, en todos los casos, es bajo la
forma de espermatozeugmata, (Pratt y Tanaka, 1994).

El agrupamiento de los espermatozoides observado en esta seccion,
demuestra la existencia de un proceso de maduracién extra-gonadal. La
matriz final en la que se encuentran podria proveer un medio apropiado y con
nutrientes suficientes para atravesar el tracto reproductivo de las hembras
(Colonello, 2009), o mantener la viabilidad espermdatica.

Tanto A platana como S. bonapartii presentan el epitelio de
revestimiento de la gldndula de Leydig, con caracteristicas similares a ofras
especies, variando solamente en cuanto a la presencia o no, de cilias o
estereocilios (H. portusjacksoni, Jonesy Lin, 1993; C. milii, Hamlett et. al, 2002; H.
signifer, Chatchavalvanich et. al., 2005; R. eglanteria, Jones y Hamlett, 2006).
Estas gldndulas producen una secrecion rica en carbohidratos y proteinas
glicosiladas y la vierten a lo largo del sistema. Se cree que esta secrecion

podria participar en la agregacion espermdtica, generando una matriz que
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aglutine a los espermatozoides (Chatchavalvanich et. al., 2005). La formacion
de paquetes de esperma podria ser una adaptacion tendiente a incrementar
la eficacia en la transferencia hacia la hembra y para optimizar el
almacenamiento (Jones et. al., 2005).

El semen, antes de ser eyaculado, estd constituido por espermatozoides
en diferente grado de agregacion, cuerpos y citoplasmas de células de Sertoli,
restos cisticos (McClusky, 2005; Pedreros Sierra y Ramirez Pinilla, 2014) y
secreciones proteicas (Jones y Lin, 1993; Lacy, 2005). Por Ultimo, la secrecion de
la gldndula de los claspers, una vez que el semen ingresa por la hendidura de
los érganos copuladores, ayudaria a la activaciéon, movilidad y nutriciéon de los
mismos (LaMarca, 1964).

Los Anisakidos pueden parasitar a los elasmobranquios como larvas o
adultos y generalmente se presentan como pardsitos internos (Caira, 1990).
Normalmente estos pardsitos tienen érganos blanco como el intestino, higado,
corazoén, cavidad corporal, musculo y vejiga natatoria (peces dseos) (Williams
y Jones, 1994; Dick y Choundhury, 1995). En el caso de la raya platana se
encontraron en la cavidad visceral de dos ejemplares, cercanos al érgano
epigonal, lugar que no es muy comun para ser parasitado, por su alta
poblacidon de células inmunocompetentes.

La identificacion a nivel genérico de las larvas, se basd en: la estructura
particular que presenta el tubo digestivo, la capa muscular del cuerpo, los
cordones hipodérmicos y la glandular excretora asociada a ellos (Oshima,
1972), asi como las dimensiones de los didmetros corporales, coincidentes con
los hallazgos previos de Anisakis sp. en teledsteos de la misma zona. Sin

embargo, su identificacion especifica es complicada porque muy pocos de los
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caracteres utilizados en el adulto, estan presentes en el estado larvario (Dick y

Choudhury, 1995)

Santos (2004) reportd la presencia de Pseudoanisakidos en el intestino
de dos rayas: R. agassizii y Psammobatis extenta. Alvarez et al. (2006) encontrd
seis especies de nematodes, entre ellos A. simplex, en el lumen del intestino de
peces cartilaginosos. Tanzola y Guagliardo (2004) reportaron varias larvas
estadio 3 en el lumen intestinal de peces cartilaginosos, pero no en cavidad
corporal. Considerando que esta cavidad, en los Condrictios, raras veces es
colonizada por helmintos, debido a sus altas concentraciones de ureq, es
destacable este primer hallazgo de ejemplares de Anisdkidos en estado larval
3.La larvas halladas en este estudio son morfoldgicamente similares a las

encontradas en Seriolella porosa por Guagliardo et al. (2009).

Las observaciones realizadas en el sistema de conductos genitales
masculinos de A. platana y S. bonapartii, amplia la informacion existente y
sustenta la hipotesis que indica que el sistema de conductos genitales en los
peces cartilaginosos es similar al del resto de los vertebrados, con excepcion
de los teledsteos. En los Ultimos, el epididimo y vesiculas seminales no estdn

desarrolladas, excepto en algunas especies (Billard, 1990).
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Figura IV.2.1: Conducto intratesticular de A. platana. En el interior puede observarse la

presencia de esperma. Coloracidn: Tricrémico de Masson.

Figura IV.2.2: Conducto intratesticular de S. bonapartii, entre cistos maduros. Coloracién:

Tricrémico de Masson.

Figura IV.2.3: Vista general de la ubicacién de los conductos eferentes bordeando el tejido

epigonal en un testiculo maduro de A. platana. Coloracién: Tricrémico de Masson.

Figura IV.2.4: Detalle de un conducto eferente de S. bonapartti. Coloracidn: Hematoxilina

-eosina.

Figura IV.2.5: Detalle de un conducto eferente de A. platana. En su interior pueden

observarse espermatozoides. Coloracion: Tricrémico de Masson.

Referencias: Circulo negro: conductos intratesticulares; Ep: Epitelio; Epl: espermatocitos
primarios; EpII: espermatocitos secundarios; Ez: espermatozoides; Ezm: espermatozoides
maduros; Flechas rojas: estereocilios; Flechas negras: Conductos eferentes; Oe: érgano

epigonal; Tc: tejido conectivo, Ted: tejido conectivo denso.
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Conductos Genitales

Figura IV.2.6: Vista general del epididimo de un macho maduro de A. platana, en donde

se puede observar la asociacién con el 6rgano epigonal. Coloracion: Tricrémico de Masson.

Figura IV.2.7: Zona proximal del epididimo de A.platana. Coloracién: Tricrémico de

Masson.

Figura IV.2.8: Zona distal del epididimo de A. platana. Coloracién: Tricrémico de Masson.

Figura IV.2.9: Detalle del epitelio de la zona proximal del epididimo. Inserto abajo izq:
detalle de los espermatozoides desagregados. Inserto derecha arriba: reaccidn positiva al AB

pH 2,5. Coloracion: Tricrémico de Masson y Azul Alcian, pH 2,5.

Figura IV.2.10: Detalle del epitelio de la zona distal del epidfdimo. Inserto:

espermatozoides en agregacién. Coloracion: Tricrdmico de Masson

Figura IV.2.11: Microfotografia del epitelio del epididimo de un ejemplar maduro de 4.

platana. Se puede observar la presencia de cilios y estereocilios.

Referencias: Ep: epitelio; Epi: epididimo; Ez: espermatozoides; Ezd: espermatozoides
desagregados; Ezea: espermatozoides en agregacién; Flechas amarillas: cilias ; Flechas
azules: especializaciones de la membrana apical; Flechas negras: cuerpos de Sertoli; Flecha

roja: estereocilios ; Gl: glindula de Leydig; Oe: érgano epigonal; Te: tejido conectivo.
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Conductos Genitales

Figura IV.2.12: Vista general del conducto deferente de un macho maduro de A. platana.

Coloracion: Tricrémico de Masson

Figura IV.2.13: Detalle del epitelio que tapiza los conductos deferentes, con presencia de

espermatozoides agregados en su interior. Coloracién: Tricrémico de Masson

Figura IV.2.14: Vista general de la vesicula seminal. Coloracion: Tricrémico de Masson

Figura IV.2.15: Detalle del plegamiento de la mucosa de la vesicula seminal. Coloracion:

Tricrémico de Masson

Figura IV.2.16: Espermatozoides en su méximo estado de agregacion en la vesicula

seminal. Coloracién: Tricrémico de Masson

Figura IV.2.17: Vista general de la asociacién de la regién terminal de los conductos con el

tejido renal. Coloracidn: Tricrdmico de Masson

Referencias: Cd: conductos terminales; Ep: epitelio; Eza: espermatozoides agregados; Ri:
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Conductos Genitales

Figura IV.2.18: Vista general de la gldndula de Leydig de un ejemplar maduro de A.

platana. Coloracion: Tricrémico de Masson.

Figura IV.2.19: Detalle de la gldndula de Leydig en donde se pueden observar los dos tipos

celulares. Coloracion: Tricromico de Masson.

Figura IV.2.20: Corte transversal de una larva estadio 3 de Anisakis sp. en el tejido visceral
cercano al testiculo de un ejemplar en maduracién de A. platana. Coloracion: Tricrémico de

Masson.

Figura IV.2.21: Vista general de Anisakis sp. en el tejido epigonal que bordea los conductos

genitales de un ejemplar maduro de A. platana. Coloracién: Tricrémico de Masson.

Figura IV.2.22: Detalle de un corte transversal de la parte media de la larva de Anisakis sp.

Coloracién: Tricrémico de Masson.

Figura IV.2.23: Detalle de un corte transversal de la parte anterior de la larva de Anisakis

sp. Coloracion: Tricrémico de Masson. Coloracién: Tricrémico de Masson.

Refrencias: Asterisco: cordones hipodérmicos; Cm: células musculares; Cabezas de flechas
negras: células secretoras; Cabezas de flechas rojas: células con estereocilios; Eg: eséfago;
Flecha negra: Larva L; de Anisakis sp.; Flecha roja: reaccién inflamatoria; Ge: glindula
excretora; Gl: gldndula de Leydig; In: intestino; Oe: érgano epigonal; Tcd: tejido

conectivo denso.
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CAPITULO V: INDICADORES RELACIONADOS CON LA BIOLOGIA REPRODUCTIVA

DE Atlantoraja platana y Sympterygia bonapartii.

V.1: INTRODUCCION

Wourms (1977) establecio tres tipos de ciclos reproductivos para los
Condrictios: 1) un ciclo reproductivo continuo durante todo el ano o la mayor
parte del mismo; 2) un ciclo anual definido parcialmente, con uno o dos picos

en la actividad; 3) un ciclo anual o bianual bien definido.

La disposicion espacial durante diferentes etapas del ciclo de vida, el
interés comercial coyuntural y las caracteristicas particulares de cada
pesqueria, hacen que no todas las poblaciones de Condrictios tengan la
misma vulnerabilidad, independientemente del tipo de ciclo ( Dulvy et. al.,

2014; Bernasconi et. al., 2014).

La vulnerabilidad de estos peces a la explotaciéon pesquera, es
explicada principalmente por las caracteristicas de historia de vida particulares
(crecimiento lento, madurez sexual tardia, baja fecundidad y alta longevidad),
asociadas al incremento de capturas a nivel mundial, ya sea como fauna
acompanante (by-catch) o como objetivo de pesca dirigida (Stevens ef. al.,
2000; Colonello et. al., 2002; Garcia et. al., 2008; Dulvy et. al., 2014; Awruch et.

al., 2015).

En este sentfido la inferencia de |os ciclos reproductivos, a partir de
indicadores indirectos de la actividad, confribuye con informacién necesaria,

para lograr implementar medidas de manejo que permitan evitar superponer
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dreas sensibles, espaciales y/o temporales de las especies, a la actividad

extractiva de las flotas pesqueras.

En funcidn de esto, se plantearon los siguientes objetivos:

v' Analizar caracteristicas relacionadas al ciclo reproductivo de ambas
especies a partir del uso de indicadores indirectos.

v Comparar los resultados obtenidos con los estudios realizados por Coller
(2012) y Estalles (2012) para A. platana y S. bonapartii respectivamente,
sobre ejemplares muestreados en los anos 2004-2006 en el area del

golfo San Matias.

V.2: MATERIALES Y METODOS

Para realizar este estudio se consideraron las siguientes variables:

Hembras: peso total, peso del higado, peso de los ovarios derecho e
izquierdo, peso de las gldndulas oviductales derecha e izquierda, nUmero y

didmetro de los foliculos de ambos ovarios y presencia de cdpsulas.

Machos: peso total, peso del higado, peso de los testiculos derecho e

izquierdo, largo de los claspers derecho e izquierdo.

Se analizé la simetria de los érganos reproductivos, mediante un test “t” de
Student para muestras pareadas, considerando como hipdtesis nula la no

existencia de diferencias laterales.
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Para el estudio del ciclo anual se empled el Andlisis de la Varianza
(ANOVA). En caso de hallarse diferencias, se aplicaron comparaciones post

hoc, Test de Tuckey o Test LSD de Fisher

Los indices gonadosomdtico (IGS) o hepatosomdaticos (IHS), se calcularon

segun las siguientes ecuaciones:

IGS = (Peso gbnada/Peso total) * 100

IHS = (Peso higado/Peso total) * 100

La talla de primera madurez sexual (LTso), se estimd, para cada sexo y
especie, ajustando una curva logistica mediante una aproximacion de

maxima verosimilitud (Aubone, 2002).

V.3: RESULTADOS

V.3.1 INDICADORES REPRODUCTIVOS

V.3.1.1 Atlantoraja platana

Los resultados correspondientes al andlisis de la distribucion anual del

didmetro folicular, fueron tratados en el capitulo lll en la seccidn de ovario.

Hembras

La talla mdxima registrada (n = 125) fue de 88 cm. La talla de primera
madurez estimada (LTso) fue de 70,48 cm (80,1 % de la talla maxima registrada

(Fig. V.1)
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Ambos ovarios (n=120) fueron funcionales y no presentaron asimetria lateral
(t de Student p>0.05). El peso promedio de los ovarios de hembras maduras,
entre las estaciones del ano, no mostro diferencias (ANOVA, p>0.05), como asi
tampoco tuvieron diferencias estacionales los ovarios de hembras, con o sin

capsulas en el Utero (ANOVA, p>0.05)

El peso de las gldndulas oviductales no presentd asimetria lateral (t de
Student p>0.05). Se enconftraron diferencias en el peso promedio de las
gldndulas oviductales, en hembras maduras, entre estaciones del ano
(ANOVA, p<0.05). Se aplicdé una comparacion post hoc, test de Tuckey
(p<0.05), resultando que dichas diferencias se producen enfre Primavera-

Otono y Verano.

No se encontraron diferencias en los valores del IGS y de IHS a lo largo de

las estaciones del ano (ANOVA, p>0.05) (Figs. V.2 y V.3).

Machos

La talla mdxima registrada para machos (n=104) fue de 77 cm. La talla de
primera madurez estimada (LTso) fue de 60,17 cm (78,1% de la talla maxima

registrada. (Fig. V.4).

Ambos testiculos fueron funcionales (n = 90) y presentaron asimetria en los
ejemplares maduros (t de Student p< 0,001). El estudio de Andlisis de la
Varianza para el peso de los testiculos derecho e izquierdo, en todos los
estadios, demostré dicha diferencia (ANOVA, p<0.05). En la Fig.V.5 se muestra

la distribuciéon de la diferencia de pesos entre testiculo derecho e izquierdo.
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Los machos maduros (n = 39) presentaron hasta 3 hileras de espinas alares y
los en maduracion (n = 7), hasta dos hileras. Los ejemplares inmaduros (n = 18)

no presentaron hileras de espinas (Fig. V.é).

No se detectaron diferencias significativas en los valores del IGS a lo largo

de las estaciones del ano (ANOVA, p>0.05, (Fig. V.7)

Se encontraron diferencias significativas en el IHS (ANOVA, p<0.05). Se
aplicé una comparacion post hoc, test LSD de Fisher (p<0.05), resultando que

dichas diferencias se producen entre Invierno y Verano (Fig. V.8).
V.3.1.2 Sympterygia bonapartii
Hembras

La falla mdxima registrada (n = 70) fue de 72 cm. La talla de primera
madurez estimada (LTso) fue de 55,98 cm (77,6 % de la talla maxima registrada)

(Fig. V.9).

Ambos ovarios (n=67) fueron funcionales y no presentaron asimetria lateral
(t de Student p>0.05). El peso promedio de los ovarios de hembras maduras,
entre las estaciones del ano, mostro diferencias significativas (ANOVA, p<0.05).
Se aplicd una comparacién post hoc, test de Tuckey (p<0.05), resultando que

dichas diferencias se producen entre Otono y Primavera.

El peso de las gldndulas oviductales fue registrado solo en un niUmero

pequeno de ejemplares, por lo tanto no se realizé el andlisis especifico.
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El IGS de las hembras maduras mostrd diferencias significativas (ANOVA
p<0.05) (Fig. V.10). Se aplicdé una comparacién post hoc, test de Tuckey
(p<0.05), resultando que dichas diferencias se corresponden con los valores de
Primavera. No se encontraron diferencias en los valores IHS a lo largo de las

estaciones del ano (ANOVA, p>0.05) (Fig.V.11).

Machos

La talla mdxima registrada para machos (n= 31) fue 67 cm. La talla de
primera madurez estimada (LTso) fue de 52,45 cm (78,3% de la talla mdxima

registrada), (Fig. V.12).

Ambos testiculos (n = 22) fueron funcionales y no presentaron asimetria (f de

Student p<0.05).

Se detectaron diferencias significativas en los valores del IGS a lo largo de
las estaciones (ANOVA p<0.05) (Fig.V.12). Se aplicé una comparacion post
hoc, test de Tuckey (p<0.05), resultando que dichas diferencias separan la
Primavera del Otono. No se encontraron diferencias en los valores IHS a lo largo

de las estaciones del ano (ANOVA, p>0.05 (Fig.V.13).

144 |Pagina



Cap. V: indicadores relacionados con la biologia reproductiva

V.4 DISCUSION

La historia de vida de los Condrictios, se caracteriza por un crecimiento
lento, una edad tardia de madurez sexual, gran longevidad y baja fecundidad
(Stevens et. al., 2000). Estas caracteristicas, sumadas al impacto humano
(Mylers y Worm, 2005), lleva a que el conocimiento de los indicadores
biolégicos de las especies sea fundamental a la hora de evaluar estrategias de

proteccion del recurso.

Normalmente, los Rdjidos tienen ovarios funcionales y simétricos y las
especies aqui estudiadas siguen ese patrén coincidiendo con lo hallado por
Coller (2012) y Estalles (2012). En Atlantoraja platana, no se hallaron diferencias
estacionales en el peso del ovario, lo cual pareciera tener relacion con el ciclo
anual de la especie (Coller, 2012). Por su parte, en Sympterygia bonapartii, se
detectaron diferencias entre Otono y Primavera y este valor no puede
interpretarse fuera del contexto del IGS. Los resultados de Estalles (2012), para
la poblacién del golfo San Matias y de Diaz Andrade (2011), para la del
Estuario de Bahia Blanca, son coincidentes, con un valor mayor del indice
gonadosdmatico en la Primavera, estacion que Estalles (2012), propuso como

época de apareamiento en el golfo San Matias.

La gladndula oviductal estd totalmente asociada a la produccion de las
ootecas y su estudio morfométrico puede ser abordado, a fravés del peso o
del ancho maximo. Este tfrabajo muestra que las gldndulas de A. platana son
simétricas y alcanzan sus valores maximos, en primavera. Coller (2012), abordd

el estudio, a través del andlisis del ancho de la gldndula oviductal. Los
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resultados obtenidos en esta tesis no pueden compararse directamente y por

lo tanto, se presentan de forma informativa.

Los testiculos de los Rdjidos se presentan pares, aplanados
dorsoventralmente y simétricos. Coller (2012), describidé estas caracteristicas, sin
embargo en los estudios realizados para esta tesis, se observd que los machos
de A. platana presentaba un ligero grado de asimetria. Existen referencias de
otras especies donde se aprecia esto, Myliobatis goodei (Settembrino, 2013).
La causa de este fendmeno no es clara ni tiene, aparentemente, un valor
adaptativo. Ciertamente, no afecta la funcionalidad del macho. Se requieren
estudios dirigidos al tema, para tratar de dilucidar este comportamiento. S.
bonapartii por su lado, no presenta ninguna asimetria testicular ni diferencias

anuales en el peso.

En los machos de los elasmolbranqguios, un incremento abrupto en la
longitud de los claspers y el peso de los testiculos, son los criterios md&s utilizados
para la determinacion de la madurez sexual (Conrath y Musick, 2002; Oddone
y Vooren, 2005; Ebert, 2005). Otro cardcter utilizado para ello, es el nUmero de
hileras de espinas alares (Mabragana et. al., 2002; Oddone y Vooren, 2005;
Oddone et. al., 2007). Estas espinas son un cardcter sexual dimérfico
secundario y son utilizadas para sostener a la hembra en el momento de la
copula (Luer y Gilbert, 1985). En A. platana, estas hileras de espinas, aparecen
con el inicio del proceso madurativo y alcanzan su mdaximo numero en la

madurez (Coller, 2012).
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En esta especie puede considerarse que los machos adultos presentan,
al menos, cinco hileras de espinas alares y esto coincide con lo observado
para la misma especie en la costa de Brasil (Oddone et. al., 2007; Oddone y
Amorin, 2008). Todos los machos adultos con al menos entre 3y 5 hileras de
espinas alares, tenian testiculos con cistos maduros y esperma en los

epididimos y conductos deferentes.

El uso de los indices gonadosdmaticos y hepatosomdaticos se ha
difundido en el estudio de la biologia reproductiva de los peces dseos (Wilk et.
al., 1990; Jons y Miranda, 1997) y de los Condrictios (Di Gicomo y Perier, 1994;

Conrath, 2004) para definir estacionalidad de ciclos.

Los IGS de las hembras de ambas especies no presentaron diferencias
con los registrados por Coller (2012) y Estalles (2012), para las especies en
estudio y son similares a los obtenidos en ofros Rdjidos (Oddone et. al., 2008;
Colonello, 2009). Se planted la posibilidad que la cépula tenga lugar dos veces
al ano y que durante el resto del ano, las hembras fecunden sus ovocitos con
el esperma almacenado en la gldndula oviductal. La informacién recabada
en este trabajo, no avala esta proposicion. El esperma hallado en las gldndulas

oviductales, seria en “transito” y no parte de una reserva.

En los machos, la variacion estacional del peso de los testiculos (IGS), es
el método mds utilizado para analizar la condicidn reproductiva y definir la
estacionalidad (Pearsons y Grier, 1992). Esta técnica no siempre provee
informacion sobre la estacionalidad reproductiva (Maruska et. al., 1996;

Sulikowoski, 2005). La falta de variacion de este indice, conjuntamente con la
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presencia de espermatocistos maduros en los testiculos y presencia de
esperma en el epididimo y conducto deferente de A. platana alo largo de las
cuatro estaciones muestreadas, determina que la especie puede reproducirse
todo el ano, al igual que lo reportado en R. agassizi y A. castelnaui (Collonello,
2009). Coller (2012), no encontrd variacion en este indice para la misma
especie con diez anos de diferencia entre muestreos. En S. bonapartii, en
cambio se encontrd variacion en este indice alo largo de las estaciones, all
igual que lo reportado por Estalles (2012). Se registraron dos picos de maxima
actividad en las estaciones de Verano y Otono, estoy coincide con |os
hallazgos realizado en el andlisis de cobertura microscopica del testiculo,
donde en los mismos meses presentaba mayor porcentaje de cistos con
espermatozoides (estadio V). Sin embargo, debemos tener en cuenta que en
los machos, los maximos valores en el IGS no siempre se corresponden con la
época de apareamiento debido al tiempo que le lleva al esperma madurar
en los conductos genitales, luego de la espermiaciéon, (Conrath, 2005) (véase

Cap. IV: testiculo).

La falta de variaciéon estacional en el peso del higado en las hembras
de ambas especies en estudio, se podria corresponder con los costos
energéticos vinculados a la produccion continua de ovocitos. El higado es el
principal érgano productor de vitelogenina, fosfoproteina precursora de vitelo
(Hamlett y Koob, 1999; Koob y Callard, 1999). El continuo crecimiento de los
ovocitos durante el ciclo ovdrico, implica una sintesis constante de

vitelogénina. Este evento, ademds, se vio reflejado en los andlisis histoldégicos
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de ovario de A. platana, en donde podian observarse precursores de vitelo en

forma de grdnulos, en el epitelio folicular (véase Cap. lll: ovario).

Muchas especies de Condrictios muestran cambios estacionales en la
condicion energética del higado (Rossouw, 1987; Hoffmayer et. al., 2006),
asociado con la intensidad y composicion de la alimentaciéon, migracion y
época reproductiva. La variaciéon registrada en el IHS de los machos de A.

platana, podria deberse a alguna de estas variables.

Holden (1974) sugirid que los elasmobranquios maduran a una talla que
representa enfre un 60y 90 % de su mdximo LT observado. Aparentemente en
los Rdjidos, la madurez sexual se da cuando alcanzan aproximadamente un
70% o mds, de su LT mdxima, como lo ocurrido en las dos especies en estudio y
en ofras especies como S. acuta (Diaz Andrade, 2010); P. extenta (Bracciniy
Chiaramonte, 2002); P. rudis y P. normani (Mabragana y Cousseau, 2004); P.
bergi (San Martin et. al., 2005) y B. albomaculata (Ruocco, et. al., 2006);A.
castelnaui y A. cyclophora (Oddone et. al., 2008)y R. agassizi (Colonello,
2009);;. En principio, esto seria un buen pardmetro para tener en cuenta en
aqguellas especies de Rdjidos de las que aun se desconoce su LTso, como un
pardmetro a usar en la implementacion de las medidas de manejo para la
especie. Ademds, ha sido utilizado para manifestar el grado de vulnerabilidad
de los elasmobranquios a la explotacién pesquera. Las LTso aqui registradas, no
difieren de las reportadas por Coller (2012) y Estalles (2012,) para ambas
especies en el golfo, con diez anos de diferencia enfre muestreos. Por lo tanto,
se puede inferir que el esfuerzo pesquero ejercido en ese lapso no halbria

afectado la talla de primera madurez.-
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S. bonapartii es la Unica especie de Rdjido del golfo San Matias que
presenta un ciclo reproductivo estacional (Estalles 2012; Diaz Andrade, 2010).
Los estudios realizados en A. platana (Coller, 2012), muestra que la especie
presentan un ciclo anual, con una o dos estaciones de mayor actividad. Esto
sugiere que adaptar el cilo reproductivo a periodos anuales, con o sin
estacionalidad, es mds una estrategia reproductiva de la especie

independientemente del drea en el que se reproduzcan.
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V.1

Proporcion de adultos
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Fig. V.1: Talla de primera madurez sexual en hembras
de A. platana.
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Fig. V.2: Distribucién estacional del indice gonadosomatico
(IGS) en hembras maduras de A. platana.
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Fig. V.3: Distribucién estacional del indice hepatosomatico
(IHS) en hembras maduras de A. platana.
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Fig. V.4: Talla de primera madurez sexual en machos
de A. platana.
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Fig. V.5: Distribucién de la diferencia de pesos
entre testiculo derecho e izquierdo en machos de A. platana.
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Fig. V.6: Frecuencia del nimero de hileras

de espinas alares en machos en maduracién y maduros
de A. platana.
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Fig. V.7: Distribucién estacional del indice
gonadosomatico (IGS) en machos maduros de A. platana.
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Fig. V.8: Distribucién estacional del indice
hepatosomatico (IHS) en machos maduros de A. platana.
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Fig. V.9: Talla de primera madurez sexual en hembras
de S. bonapartii.
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Fig. V.10: Distribucién estacional del indice gonadosomatico
(IGS) en hembras maduras de S. bonapartii..

156 |Pagina



Cap. V: indicadores relacionados con la biologia reproductiva

V.11 )
565- IHS HEMBRAS DE S. bonapartii

4231

2811

1.391

003 : : T
OoToNO INVIERNO PRIMAVERA VERANO

ESTACION

Fig. V.11: Distribucién estacional del indice hepatosomatico
(IHS) en hembras maduras de S. bonapartii.

Ykt LTso Machos S. bonapartii

-
-’
-
-
-

09 -
7]
8038 - x
“3 0,7 =1 Vg
()] 0,6 7 'l ‘
° 4
c 0,5 7 ’ 'I
‘0

503 - -
0,2 T P

a &
=
01 - o
’ -
-

35 40 45 50 55 60 65 70 75
LT (cm)

Fig. V.12: Talla de primera madurez sexual en machos
de S. bonapartii.
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Fig. V.13: Distribucién estacional del indice
gonadosomatico (IGS) en machos maduros de S. bonapartii.
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Fig. V.14: Distribucién estacional del indice
hepatosomatico (IHS) en machos maduros de S. bonapartii.
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CAPITULO VI: CONCLUSIONES GENERALES

v Las observaciones histolégicas corroboran la clasificacién de los
estadios de madurez realizados macroscopicamente.

v' Los ovarios y los testiculos de ambas especies estdn intfimamente
relacionados con el érgano epigonal. La relacion entre estas dos
estructuras, varia segun el grado de madurez de la génada.

v" La morfologia general del sistema reproductor de A. platana vy S.
bonapartii concuerda con lo observado para la mayoria de los rdjidos.

v' El ovario de A. platana presenta foliculos de varios tamanos, cuerpos
atrésicos y cuerpos [Uteos embebidos en una matriz conectiva. La
organizacion del paréngquima ovdarico no muestra ninguna segregacion
en corteza y médula.

v El ovario estd tapizado por un epitelio cilindrico simple. Los pliegues del
epitelio sumado a las caracteristicas de la tunica albugineaq, serian
adaptaciones al gran incremento de tamano que sufren los foliculos.

v En A. platana las ovogonias se encontraron en escasa cantidad,
aisladas y sélo en ejemplares inmaduros al igual que en Zearaja
chilensis y presencia en etapas tempranas del desarrollo, podrian
asociarse a una menor capacidad reproductiva.

v' Los foliculos de A. platana estdn conformados por el ovocito, un
epitelio folicular, asociado a su [dmina basal y un revestimiento tecal.
Los foliculos primordiales y en desarrollo de A. platana, presentaron

cuerpos de Balbiani, los cuales estdn asociados a la biosintesis de
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proteinas y serian claves para la actividad metabdlica que precede a
la acumulacién de vitelo.

El epitelio folicular comienza como una capa simple y a medida que
avanza el proceso de foliculogénesis se estratifica para finalmente
terminar en una monocapa en foliculos “a término”.

En A. platana se distinguieron dos tipos celulares en el epitelio folicular
aligual que en S. bonapartiiy S. acuta.

La presencia de grdnulos Sudan B positivos en los espacios
infercelulares y en el interior de las células de la granulosa, durante la
vitelogénesis de A. platana, indicaria que los precursores vitelinicos
serian tfransportados a través de la granulosa.

La disposicidn de la zona pelucida, comienza a observarse en los
foliculos primordiales.

El grosor de la zona pelucida, mostré un marcado incremento durante
la etapa previtelogénica y un posterior adelgazamiento durante la
vitelogénesis, debido, probablemente en parte, a un aumento en el
didmetro folicular.

La zona pelucida de A. platana, presenta glucoproteinas dcidas y
neutras al igual que en S. acuta y S. bonapartii. La diferenciaciéon de las
fecas en una capa interna y una externa, es semejante a la observada
en ofras especies de Rajiformes.

La vascularizacion creciente de la teca interna, incrementaria el flujo
de nutrientes hacia el ovocito.

La teca externa presentaria caracteristicas de naturaleza glandular.
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v' La presencia de cuerpos lUteos en una especie ovipara como A.
platana, corrobora que estas estructuras no estarian necesariamente
asociada a condiciones de gestacion.

v' Se observaron cuerpos afrésicos en hembras de A. platana de todos los
estadios de madurez sexual. Esto podria considerarse como un
mecanismo regulador adaptativo para las condiciones ambientales
que prevalecen en la temporada reproductiva.

v Las tallas foliculares mdaximas registradas fueron de 44 mm de 27,5 mm
de didmetro para A. platana y S. bonapartii, respectivamente.

v Se registra por primera vez la talla microscépica promedio de inicio de
vitelogénesis de A. platana, la cual fue de 2 mm.

v En A. platana, el didmetro del foliculo mds pequeno con indicios de
vitelacion midié 0,8 mm.

v La talla promedio microscépica de inicio de vitelogénesis para S.
bonapartii del golfo San Matias fue de 1,58 mm, siendo cercana ala
registrada por Diaz Andrade (2010) para la misma especie en el
estuario de Bahia Blanca.

v' Los oviductos anteriores son érganos pares, fapizados por un epitelio
cilindrico simple con dos tipos celulares. La cilias presentes en la region
apical de estas células conftribuiria al movimiento del ovocito hacia la
gldndula oviductal.

v' El diseno funcional de la gldndula oviductal, concuerda con el
esquema general observado en la mayoria de los peces cartilaginosos,

reconociéndose en hembras maduras, cuatro zonas.
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Las cilias presentes en el epitelio superficial de la gldndula oviductal, en
combinacion con las secreciones mucosas, conducirian al huevo en
sentido anteroposterior.

La complejidad de las zonas Club y Papillary en las glandulas
oviductales de hembras maduras, sumado a la abundante secrecién
gelatinosa observada en el interior de las cdpsulas, concuerda con la
funcion secretora de estas zonas.

En A. platana la zona Baffle ocupa la mayor proporcion de la gldndula
y es similar a la de otras especies oviparas.

Los grdnulos de secrecidon observados en el interior del citoplasma de
las células de la zona Baffle, son caracteristicos de células
especializadas en secreciones proteicas.

La zona terminal es responsable de la formacion de los cuernos y
proyecciones que ornamentan la cdpsula.

En A. platana, la disposicidén de los acinos serosos, mucosos y mixtos en
la region terminal, es similar a la observada en R. clavata.

Los depdsitos de material rojizo-marrén encontrados en el lumen de la
zona Baffle y zona Terminal en hembras con cdpsulas en formacion,
podrian corresponder a secreciones para la formacion de la futura
cdpsula.

Los resultados muestran, que la secrecion de la cdpsula comienza con
los cuernos posteriores y continia en forma anterégrada.

En A. platana las cdpsulas estuvieron presentes durante todo el ano y

en diferentes etapas de desarrollo.
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En A. platana y S. bonapartii, se registrd la presencia de esperma en los
pliegues del epitelio y en el interior de los tUbulos de Ia region baffle,
respectivamente. Este esperma estaria en trdnsito como resultado de
un apareamiento reciente y no representaria una “reserva
espermdatica”.

Se registré esperma en los frotis de las cloacas de ambas especies, esto
corresponderia a esperma post-cépula.

En ambas especies, los testiculos se presentaron como érganos pares,
funcionales, elongados y levemente comprimidos dorsoventralmente.
En ambas especies, las observaciones microscopicas mostraron que la
relacién érgano epigonal/tejido testicular disminuyd gradual y
considerablemente con la maduracion sexual.

El testiculo de ambas especies es de tipo cistico y corresponde al
modelo “compuesto”.

En los ejemplares adultos, de ambas especies, se describen 7 estadios
de desarrollo espermatogénico.

La espermatogénesis en A. platana y S. bonapartii es similar a la
estudiada en otras especies de batoideos.

En ambas especies, las etapas sucesivas de la espermatogénesis se
organizan en un esfricto orden temporal y espacial, manifestGndose
una clara zonacion.

Los cistos o espermatocistos constituyen la unidad funcional y
estructural del testiculo y en su interior se encuentran células de Sertoli y

células germinales, sincronizadas en la misma etapa de desarrollo.
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En ambas especies en estudio, existe una zona germinal en la superficie
dorsal de cada lébulo. Esta zona se registré en ejemplares inmaduros,
en maduracién y maduros.

En los ejemplares inmaduros sdlo se observan cistos con
espermatogonias y espermatocitos primarios.

Los ejemplares juveniles no presentan cistos con espermdatides maduras
ni espermatozoides.

En ejemplares inmaduros, juveniles y maduros se observa una zona de
degeneracion.

Cada célula de Sertoli se relaciona con un clon de células germinales,
que se desarrollan sincronicamente.

Durante el desarrollo de la espermatogénesis, en ambas especies en
estudio, las células de Sertoli se observaron durante las primeras etapas,
orientadas hacia el lumen de los cistos. Luego, en el inicio de la meiosis,
su ubicacion modificd, ubicdndose en la periferia. Las células de Sertoli
mantuvieron esta posicién, hasta la finalizacién de la espermiogénesis.
En el espacio intersticial del testiculo se observaron células con
caracteristicas similares a las de Leydig, mdas pequenas y escasas que
en mamiferos.

En A. platana, el porcentaje de cobertura de los diferentes estadios
cuantificados en los I6bulos del testiculo, se mantuvieron contantes a lo
largo de las cuatro estaciones, de lo cual se infiere una produccion
continua de espermatozoides.

Si bien en S. bonapartii estuvieron representados todos los estadios

espermatogénicos a lo largo del ano, los meses de verano y otono
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mostraron un mayor porcentaje de cobertura para el estadio V. Esto
sugiere una produccion contfinua de espermatozoides con dos picos
estacionales.

El porcentaje de cobertura de la zona de degeneracion en A. platana,
se mantuvo constante a los largo de las cuatro estaciones. En S.
bonapartii fue mayor en invierno, lo que sugiere que la producciéon de
cistos ya fue liberada a los conductos y coincide con la época de
apareamiento en el golfo.

El sistema de conductos genitales masculinos y gldndulas anexas de
ambas especies, se dispone de forma par y siguiendo el siguiente
orden: conductos infratesticulares, conductos eferentes, epididimo
(parte proximal y distal), conducto deferente que se ensancha
formando la vesicula seminal.

Las gldndulas de Leydig, corren paralelas al epididimo hasta la porcién
media del conducto deferente.

La porcidn final de los conductos genitales de los machos, se encuentra
asociada al tejido renal. La mucosa que reviste el sistema de
conductos masculinos de ambas especies, se encuentra tapizada por
un epitelio pseudoestratificado con cilias y estereocilios.

La carencia de una tunica muscular definida y solo células aisladas
sugiere que el movimiento del semen se produce, en mayor parte, por
medio de especializaciones apicales de las células.

En A. platana se registrd, por primera vez, la presencia de una larva Ls

de Anisakis sp. Esta fue encontrada en la cavidad corporal cercana al
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érgano epigonal que estd asociado a las génadas y conductos
genitales masculinos.

v' Los ovarios de ambas especies, fueron funcionales y no presentaron
asimetria lateral.

v' Los valores de LT50 obtenidos para hembras de A. platana y S.
bonapartii, fueron de 70,48 cm y de 55,98 cm, respectivamente.

v' Los valores de LTso obtenidos para machos de A. platana y S.

v' bonapartii, fueron de 60,17 cm y de 52,45 cm, respectivamente.

v Las LTsoregistradas en este estudio, no difieren de las reportadas por

v' Coller (2012) y Estalles (2012) para ambas especies en el golfo, con diez
anos de diferencia entre muestreos. Por lo tanto, se puede inferir que el
esfuerzo pesquero ejercido en ese lapso no habria afectado la talla de
primera madurez.

v' La hileras de espinas alares aparecen en el inicio del proceso
madurativo y alcanzan su méximo numero en la madurez.

v' Todos los machos adultos con al menos entre 3 y 5 hileras de espinas
alares, presentaron testiculos con cistos maduros y esperma en los

v epididimos y conductos deferentes.
Los IGS de las hembras de ambas especies no presentaron diferencias
con los registrados por Coller (2012) y Estalles (2012), para las especies
en estudio y son similares a los obtenidos en otros Rgjidos (Oddone et.

al., 2008; Colonello, 2009).
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