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RESUMEN

El chucho hocicudo, Myliobatis goodei, es un miliobatido conocido desde hace tiempo por
concurrir las aguas costeras argentinas. El principal objetivo de este trabajo es realizar un estudio
detallado de la morfohistologia del aparato reproductor masculino de esta especie. El material
analizado provino, en parte, de las capturas con red de arrastre de fondo, realizadas por la flota
pesquera que opera en el golfo San Matias y a partir de muestreos realizados en el estuario de Bahia
Blanca. La organizacion anatomica del sistema reproductor masculino de M. goodei es semejante a la
observada en otros batoideos. Los machos presentan gonadas pares asociadas al 6rgano epigonal. En
base al estudio macroscopico e histologico de las gbnadas se comprobd que la arquitectura testicular
lobular y el tipo de desarrollo de los cistos se corresponde con el modelo de testiculo compuesto. En
base a las caracteristicas citoldgicas de las células germinales y estructurales de los cistos, se pudieron
diferenciar 7 estadios madurativos. Dentro de cada cisto todas las células espermatogénicas se
encontraban en la misma fase de desarrollo. Al igual que en otras especies de batoideos, cada I6bulo
del testiculo de M. goodei, contiene varios cistos, que se originan en la zona germinal, ubicada en la
region dorsal del testiculo. Esta zona incluye, a su vez, una proyeccién denominada papila germinal. A
medida que los cistos maduran, van migrando radialmente hacia la periferia del l6bulo y
diametralmente hacia la parte ventral del testiculo. No se observo agrupamiento de espermatozoides en
la vesicula seminal de M goodei. A su vez, el andlisis histoquimico de las secreciones de la glandula

de los claspers revel la presencia de mucopolisacéridos.

El andlisis histolégico y morfométrico llevado a cabo en esta tesis aporta informacion sobre la
gametogeénesis en M. goodei y contribuye al conocimiento sobre la biologia reproductiva de esta

especie.



INTRODUCCION

Ubicacion sistematica y caracteristicas generales

Los Condrictios son el grupo més antiguo de Gnatostomados, e incluyen a los selacios
(tiburones), batoideos (rayas) y holocéfalos (quimeras). Segun Compagno (2001) se reconocen
aproximadamente unas 60 familias dentro de los érdenes de condrictios. Hay cerca de 500 especies de
tiburones, mas de 600 especies de batoideos y 50 especies de quimeras, con nuevas especies en
constante descripcion.

En la actualidad los Chondrichthyes constan de dos grupos: la subclase Holocephalii
(quimeras y peces gallo) y la subclase Elasmobranchii (tiburones y rayas) (Compagno, 1990). Los
Holocéfalos presentan como caracteristica diagnostica la mandibula superior firmemente fusionada al
craneo y 4 hendiduras branquiales, cubiertas por un pseudopérculo carnoso. Por otra parte, los
elasmobranquios no presentan la mandibula superior fusionada al crdneo y poseen entre 5y 7
hendiduras branquiales. Los elasmobranquios se agrupan en la divisién Neoselachii, que incluye a la
subdivision Selacoidea (tiburones) y a la subdivision Batoidea (rayas y chuchos), siendo esta ultima la
mas numerosa de las dos (Ebert y Compagno, 2007). Desde el punto de vista sistematico, los
batoideos son considerados un grupo monofilético (Nelson, 2006), constituido por cuatro ordenes
(McEachran y Aschlimann, 2004):

e Torpediniformes (rayas eléctricas)
e Pristiformes (rayas sierra)

o Rajiformes (rayas)

o Myliobatiformes (chuchos)

Los organismos vivientes pertenecientes a la clase Chondrichthyes presentan un esqueleto

cartilaginoso, escamas placoideas y 6rganos copuladores pelvianos en los machos (Kardong, 1999).

Estos organismos exhiben, en su gran mayoria, una serie de caracteristicas de historia de vida

comunes, tales como:

¢ Crecimiento lento;

* Edad de primera madurez sexual tardia;
* Bajafecundidad,

* Periodos de gestacion largos;

* Alta supervivencia;

e Gran longevidad

Este conjunto de rasgos, dan como resultado un bajo potencial reproductivo para la mayoria de

las especies, lo cual los vuelve particularmente vulnerables a la sobrepesca (Stevens et al., 2000).



En cuanto a la reproduccion, los condrictios son conocidos por la amplia variedad de
estrategias reproductivas que exhiben. Los distintos modos de reproduccién se basan en si el
desarrollo embrionario ocurre fuera del al cuerpo de la madre (oviparidad) o en su interior
(viviparidad) (Carrier et al., 2004; Wourms, 1977). Asimismo, también existe diversidad en cuanto a
la fuente de nutricion del embrion en desarrollo: en el lecitotrofismo el desarrollo embrionario se
sostiene por las reservas de vitelo del ovocito, mientras que en el matrotrofismo lo hace a partir de

aportes maternos adicionales (Musik y Ellis, 2005).

En las especies oviparas, los ovocitos fecundados son envueltos por una cépsula coriacea que
es depositada en el medio externo, en donde ocurre el desarrollo embrionario. Entre los
elasmobranquios, esta modalidad reproductiva se encuentra sélo en cuatro familias (Heterondotidae,
Scyliorhinidae, Orectolobidae y Rajidae) (Carrier et al., 2004; Conrath, 2005).

En las especies viviparas, los ovocitos fecundados son recubiertos por una envoltura delgada y
los embriones son retenidos en el Utero hasta que se completa su desarrollo (Hamlett y Koob, 1999).
Esta modalidad es adoptada por la mayoria de los tiburones y miembros del orden Myliobatiformes
(Galindez, 2016). En estas especies, el desarrollo embrionario comienza siendo lecitotrofico y se
sostiene luego matrotréficamente (Musick y Ellis 2005; Carrier et al., 2004). Los aportes
nutricionales maternos adicionales pueden provenir de distintas fuentes, tales como: secreciones
uterinas (histotrofismo), ovocitos no fertilizados (ootrofismo), embriones con desarrollo detenido
(adelfotrofismo o canibalismo intrauterino) o mediante la formacion de una pseudoplacenta
(placentotrofismo) (Colonello et al., 2013; Hamlett et al. 2005; Musick y Ellis, 2005).

Todos los condrictios presentan fertilizacion interna (Wourm, 1977). Los machos exhiben un
par de érganos copuladores (mixopterigios, agarraderas pélvicas o claspers) que son modificaciones
de la base de las aletas pélvicas. Durante la copula, el macho inserta el clasper en el orificio urogenital

de la hembra y el esperma es movilizado a través de un surco longitudinal dorsal.

Los 6rganos internos del sistema reproductor masculino comprenden un par de testiculos,
conductos genitales pares (eferente, epididimo y deferente) y glandulas anexas. Como glandulas
anexas se encuentran la vesicula seminal, la glandula de Leydig y la glandula alcalina. Esta Gltima solo

esta presente en rayas (Wourms, 1977; Hamlett, 1999).

Los testiculos son estructuras pares suspendidas de la pared dorsal del cuerpo por el mesorquio
y se encuentran intimamente asociados al o6rgano epigonal (6rgano linfomieloide exclusivo de
elasmobranquios) (Galindez y Aggio, 2002). En el caso de las rayas, los testiculos se presentan
alargados y deprimidos dorsoventralmente. Los mismos se encargan de la produccion de gametas

(espermatogénesis) y de la sintesis y secrecion de hormonas sexuales (Hamlett, 1999).

Los espermatocistos o cistos constituyen la unidad funcional y estructural del testiculo de los
condrictios. Los cistos son unidades esféricas, rodeadas por una membrana basal y que comprenden

varios clones de células germinales asociadas a células de Sertoli (Engel y Callard, 2005).



Pratt (1988) identificd tres tipos de testiculos en los elasmobranquios: radial, diamétrico y
compuesto, definidos por el patrén de origen y propagacion de los espermatocistos. Las caracteristicas
de cada tipo de testiculo se detallan en la Tabla 1 y Fig. 1.

Tabla 1. Caracteristicas principales de los modelos de organizacion testicular en elasmobranquios,
segln Pratt (1988).

Modelo de . .
. Diamétrico Radial Compuesto
Testiculo
Pliegue pregerminal que - .
Zona gue preg a . Multiples zonas germinales
. corre a lo largo de la Ubicada en el centro de L.
germinal . . . . sobre la superficie dorsal del
superficie del testiculo. cada Iobulo testicular .
(ZG) , . testiculo
Opuesta al 6rgano epigonal
Lébulos Ausentes Presentes Ausentes

Radialmente desde la ZG y
Radialmente a partir de la diamétricamente hacia la

ZG superficie ventral del
testiculo

Desarrollo Diamétricamente, desde la
de los ZG hacia los conductos
cistos eferentes

Caracteristicas de la especie en estudio

El cuerpo de los batoideos se encuentra conformado por un disco y la cola. El disco se
encuentra constituido por la fusion de las aletas pectorales a los lados de la cabeza y se extiende desde
la punta del hocico, hasta la cloaca. La cabeza suele estar incluida por completo en el disco, pero en

los chuchos y mantas sobresale antero-dorsalmente en forma parcial (Cousseau et al., 2007).

Los ojos son dorsales y, cercanos a ellos, se encuentran los espiraculos. Suelen presentar
espinas y patrones tipicos de coloracion en el dorso (Fig. 2a). Dependiendo de la especie, las aletas
dorsales pueden ser dos, una, 0 ninguna. La aleta caudal puede ser funcional, o estar ausente, como
sucede en algunas rayas y chuchos. Por otra parte, la mayoria de los chuchos suelen presentar un
aguijon ubicado en la region antero-dorsal de la cola, que es utilizado como una estructura de defensa
(Cousseau et al., 2007). En la superficie ventral del disco se encuentran, de adelante hacia atras: las
narinas, la boca, las hendiduras branquiales y la cloaca (Fig. 2b). A los lados de la cloaca se ubican las

aletas pélvicas, entre el disco y la cola.

El género Myliobatis pertenece a la familia Myliobatidae y comprende 11 especies validadas
(Compagno, 2005; Nelson, 2006). En el Atlantico Sudoccidental se reconocian tradicionalmente dos
especies, M. goodei (Garman, 1855) y M. freminvillii (Lesueur, 1824). Sin embargo, resultados
aportados por Ruocco et al. (2012) demuestran la presencia de una nueva especie en la region,
denominada M. ridens sp. nov., a la cual otros autores se han referido como Myliobatis sp. (Vooren,

1997; Cousseau y Perrotta, 2004; Christiansen y Cousseau, 2005; Cousseau et al., 2007).

Myliobatis goodei se puede distinguir a de M. freminvillii en que, en esta Ultima, la cabeza

sobresale més en el extremo anterior del disco. A su vez, los machos poseen una pequefia
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protuberancia cérnea (cuernos) en la regién superior de cada orbita ocular. Por otro lado, M. ridens sp.

nov presenta un hocico mas corto y boca mas ancha respecto de M. goodei (Ruocco et al., 2012).

La especie en estudio, M. goodei, también conocida como “chucho hocicudo”, es una especie
bentopeldgica, que se extiende desde los 36° N (EEUU), hasta los 46° S (Argentina) y en
profundidades que van desde los 10 m hasta los 180 m (Cousseau et al., 2007). Presenta un
comportamiento migratorio estacional, desplazdndose grandes distancias (Molina y Lopez Cazorla,
2015).

En cuanto a las caracteristicas morfoldgicas de M. goodei, la cabeza se destaca en el extremo
anterior del disco, terminando en un hocico puntiagudo. El disco es romboidal y no presenta espinas
en la superficie dorsal del cuerpo. Sin embargo, posee un aguijon aserrado en la cola, por detras de la
aleta dorsal, mediante el cual inoculan sustancias toxicas (Christiansen y Cousseau, 2005). Por otro
lado, presentan una sola aleta dorsal, pequefia y cercana a las pélvicas. Su coloracion se caracteriza por

ser marrén rojiza en el dorso y ventralmente blanca (Fig. 2) (Cousseau et al., 2007).

La alimentacién del chucho hocicudo se basa en crustaceos, tales como cangrejos,
estomatépodos e isépodos, moluscos, ascidias, holoturias y gusanos poliquetos (Cousseau et al.,
2007). En cuanto a la reproduccidn, la especie en estudio es vivipara y presenta matrotrofia de tipo
histotréfico. En este caso, los embriones se nutren a partir de las secreciones producidas por regiones
especializadas del epitelio uterino, denominadas trofonemata. Estas secreciones, ricas en nutrientes,

son conocidas como “leche uterina” (Colonello et al., 2013; Aradjo et al., 2016).

En respuesta al rapido incremento de los desembarques de condrictios en los dltimos afios y la
preocupacion internacional sobre la vulnerabilidad de sus poblaciones, la Organizacion de las
Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura (FAO) establecié el Plan de Accion
Internacional para la Conservacion y Manejo de Condrictios (PAI-Tiburones). EI mismo establece los
objetivos y los procedimientos de aplicacion para la conservacion y el manejo de los tiburones y
alienta a todos los Estados a su aplicacion. Dentro de este contexto, se establece en el 2009 el Plan de
Accion Nacional para la Conservacion y el Manejo de Condrictios en la Republica Argentina (PAN-
Tiburones), donde se propone garantizar la conservacion y explotacion sustentable de los condrictios
(Consejo Federal Pesquero, Res. N° 6/2009).

En nuestro pais, M. goodei es capturada por las flotas de rada o ria y costeras, con redes de
arrastre de fondo. También es uno de los componentes de la captura incidental en las pesquerias de
camarones y diversas especies icticas (Carlson et al., 2020). Cabe destacar, que esta especie también

es blanco en la pesca variada de condrictios (Consejo Federal Pesquero, Res. N° 6/2009).

Myliobatis goodei se encuentra incluida en la lista roja de la IUNC, en la categoria de
“vulnerable” (Carlson et al., 2020). Por ello, se busca incrementar los conocimientos actuales sobre
esta especie, lo que contribuiria a la elaboracion de planes de manejo eficientes, que permitan su mejor

conservacion y proteccion. La presente tesis pretende ser un aporte en ese sentido.



OBJETIVOS

Objetivo general

Brindar informaciéon sobre la morfohistologia del aparato reproductor masculino de Myliobatis

goodei, como un aporte al conocimiento de la biologia reproductiva de la especie.
Objetivos especificos

o Realizar una descripcion general del aparato genital masculino.

e Realizar un estudio histolégico y citoldgico detallado del testiculo, inicio del sistema de
conductos y vesicula seminal.

o Describir la estructura microscépica de la glandula de los claspers y analizar la naturaleza de
sus secreciones, mediante técnicas histoguimicas.

e Caracterizar mediante programas de andlisis de imagenes los distintos componentes que

forman parte de la espermatogénesis.



MATERIALES Y METODOS

Areas de estudio
Estuario de Bahia Blanca

Los estuarios marcan la transicion de los ambientes de aguas continentales a los marinos,
siendo la denominacién especifica del estuario de Bahia Blanca la de estuario de planicie costera
(Perillo y Piccolo, 2004). EI mismo esta localizado en el litoral Atlantico, al sudoeste de la provincia
de Buenos Aires, entre los 61°30°- 62°30” O y 38°45’y 39°20” S. Sobre la costa norte de la Bahia, se
encuentran los asentamientos urbanos de Gral. Daniel Cerri, Ingeniero White, Punta Alta y Bahia
Blanca (Fig. 3).

El estuario tiene una forma alargada en direccion NO-SE, de una longitud de
aproximadamente 80 km, con un canal principal y varios canales secundarios, que separan extensas
planicies de marea e islas (Piccolo et al., 2008). Los sedimentos del estuario se caracterizan por ser de
tipo limosos en su nacimiento y predominantemente arenosos en la boca, con variaciones en la
proporcién de los mismos entre ambas zonas (Cuadrado et al., 2004). El clima de esta zona es seco y
templado. Los vientos predominantes son del NO y N y soplan con frecuencia e intensidad variables
(Perillo et al., 2001).

El estuario de Bahia Blanca cumple una funcién muy importante en la biologia de los peces,
dado que se comporta como un area de alimentacion, puesta y cria para distintas especies. En esta
zona, los peces recién nacidos y los juveniles encuentran facilmente alimento y refugio, accediendo de

esta forma a condiciones 6ptimas para su desarrollo (Lopez Carzorla, 2007).

En esta zona, la fauna icticola presenta un gran interés comercial, la cual se compone
predominantemente por la corvina rubia (Micropogonias furnieri), la pescadilla comin (Cynoscion
guatucupa) y el gatuzo (Mustelus schmitti) (Cousseau y Perrotta, 2013). Estas especies, junto con
lenguados, rayas, chuchos, besugo, salmén de mar y mero constituyen el denominado “variado
costero”. En cuanto a M. goodei se ha registrado que presenta un comportamiento migratorio,
ingresando al estuario en las estaciones célidas (primavera y verano) (Lopez Cazorla, 1987). Las
especies de tiburones bacota, escalandrin, gatopardo y cazon también se encuentran presentes en el
area, no obstante, su pesca se encuentra prohibida a nivel nacional por encontrarse bajo riesgo de

extincion (Direccion de Desarrollo Pesquero, 2008).

Golfo San Matias

El Golfo San Matias, el mas extenso de los golfos norpatagonicos, se extiende desde “Punta
Bermeja” (Rio Negro) hasta la “Punta Norte” (Chubut) (41° - 42° S, 64° - 65° O). Es el segundo golfo
mas grande de Argentina, después del golfo San Jorge y tiene una superficie de aproximadamente
19.700 km? (Di Giacomo et. al., 2005) (Fig. 4).



Piola y Scasso (1988) mencionan como caracteristica sobresaliente del mismo la topografia
del fondo, donde se observan profundidades de 80 m hacia el este, hasta superar los 200 m en el centro
del golfo.

Hidrogréaficamente, un frente termohalino con direccion SO-NE divide el golfo durante la
primavera-verano en dos masas de agua (Perier y Di Gidcomo, 2002). La masa de agua del norte
presenta de 1 a 3 ° C de temperatura y 2 %o de salinidad mayor que la del sur (Piola y Scasso, 1988).
La presencia de este frente se ha asociado con patrones de distribucion y areas de desove de algunas
especies como la merluza comin Merluccius hubbsi, el savorin Seriolella porosa y el holocéfalo
Callorhinchus callorynchus (Di Giacomo, 1992; Di Gidcomo y Perier, 1992; Perier y Di Giacomo,
2002). La zona costera del golfo, presenta tres accidentes geograficos importantes: el golfo San José,

la bahia San Antonio y la caleta de Los Loros (Di Gidcomo et. al., 2005; Moya, 2017).

Hasta el presente, se han registrado 33 especies de peces cartilaginosos en esta zona, de los
cuales 13 corresponden a selacoideos, 19 a batoideos y una especie de holocéfalo. La merluza comdn
es la especie objetivo en la pesqueria, mientras que los condrictios suelen capturarse de manera
incidental (Di Gidcomo y Perier, 1991). C. callorynchus es el condrictio mas desembarcado, seguido

de distintas especies de batoideos y, por tltimo, de tiburones (Perier et al. 2011).

Muestreo

Obtencion de las muestras

Los ejemplares se obtuvieron en muestreos realizados en el estuario de Bahia Blanca y en el
golfo San Matias durante el periodo comprendido entre noviembre de 2007 y diciembre de 2012 (ver
detalle en tabla 3). En Bahia Blanca, los muestreos se realizaron a bordo de las embarcaciones “Lima
Sierra” y “M. L. Pendo” de la Prefectura Naval Bahia Blanca. Respecto al Golfo San Matias, el
material recolectado provino tanto de desembarcos comerciales, como de capturas realizadas en el

marco de un concurso de pesca en la playa “Las Conchillas” (San Antonio Este).

Los animales utilizados en este estudio fueron obtenidos y manejados de acuerdo a los
Protocolos de Bioética aprobados oportunamente por el Comité Institucional para el Cuidado y Uso de
Animales de Experimentacién (CICUAE, DBBYF — UNS).

De todos los ejemplares analizados se registro el sexo, el largo total, desde la punta del rostro
hasta el extremo de la cola (LT) y el ancho de disco, distancia maxima entre los extremos de las aletas

pectorales (AD).

Se determiné macroscépicamente el estadio de madurez sexual de los machos siguiendo una
variante de los criterios de Watson y Smales (1998) (Tabla 2). Para determinar la madurez sexual a
nivel microscopico, se consideraron maduros aquellos ejemplares que presentaban cistos con

espermatozoides maduros y cistos en degeneracion.



Tabla 2. Criterios utilizados para determinar macroscopicamente el estadio de madurez sexual de

machos de M. goodei. Criterios adaptados de Watson y Smales (1998).

Estadio Longitud de los claspers Calcificacion

Claspers no sobrepasan las

Estadio I: Inmaduro .
aletas pélvicas

Flexibles y blandos

Claspers mas largos que las | Flexibles y  ligeramente

Estadio II: En maduracion - o
aletas pélvicas calcificados

Claspers mas largos que las

Estadio 11l: Maduro -
aletas pélvicas

Rigidos y calcificados

Procesamiento
Para este estudio se utilizaron solo ejemplares maduros (n=7). De cada uno de ellos se
extrajeron los érganos genitales (testiculos, vesiculas seminales y glandulas de los claspers). Una vez

obtenidas las muestras, las mismas fueron fijadas inmediatamente en mezcla de Bouin en agua de mar.

Una vez fijado el material, se procesé de acuerdo a las técnicas histolégicas de rutina. Primero
se realizé una deshidratacion en una serie de alcoholes de concentracion creciente; posteriormente se
pasd por una etapa de aclaramiento (reemplazo progresivo del agente deshidratante por solventes
aromaticos) y, finalmente, se realizo la inclusion de los tejidos en Paraplast® para la obtencion de los
tacos. A partir de estos Gltimos, se realizaron cortes de aproximadamente 5 um de espesor en un
microtomo rotatorio Leica RM2145. Las laminas obtenidas se montaron sobre portaobjetos

previamente albuminados y se dejaron secar en estufa por 24 horas.

De cada uno de los tacos, se seleccionaron cortes para realizar coloraciones topograficas
generales (Tricromico de Masson) e histoquimicas especiales (reaccion del acido peryddico de Schiff,
PAS).

La observacién del material se realizd en un microscopio éptico Nikon AFM. Las fotografias
fueron tomadas con una camara digital Olympus Camedia wide zoom, Mod. C.7070, conectada a un
microscopio optico Olympus BX 51, asi como también con la cdmara de un celular Samsung SM-

G965F/DS mediante un soporte adaptador para microscopio.

Las imagenes digitales provenientes de los cortes de testiculo, se analizaron mediante un
software de andlisis de imagenes (FIJI o ImageJ). Se realizé un analisis morfométrico de los tipos
celulares presentes y de los cistos. Para el estudio de los estadios espermatogénicos se empled un
Analisis de la VVarianza (ANOVA). En caso de hallarse diferencias, se aplicd una comparacién post
hoc utilizando el test de diferencia minima significativa (DMS) de Fisher. Para todos los analisis se

seleccionaron diez cistos o diez células de cada estadio espermatogénico por cada ejemplar.



RESULTADOS

Las caracteristicas morfométricas de los individuos se muestran en la Tabla 3.

Tabla 3. Datos morfométricos y estadio de madurez sexual de machos de M. goodei (cm).

. Fecha Largo Ancho de Estadio de madurez Estadio de madurez
Ejemplares - . L . . L
(mes y afio) total disco sexual (macroscépico) | sexual (microscépico)
1 11/07 84 45 Il Il
2 05/09 86,6 50,7 Il i
3 10/09 78,8 48 Il Il
4 05/10 - 51,5 Iolll Il
5 12/12 -- 59 Il Il
6 12/12 83 48,5 Il Il
7 12/12 103 60 Il Il

Descripcion macroscopica del sistema reproductor masculino
Externamente, el sistema reproductor en machos de M. goodei consta de un par de claspers o
mixopterigios, que son extensiones de la base posterior de las aletas pélvicas (Fig. 5). Internamente

presentan testiculos y conductos genitales pares.

Los testiculos se encuentran en la cavidad peritoneal suspendidos de la pared dorsal por el
mesorquio e intimamente asociadas al érgano epigonal. Son elongados y levemente comprimidos

dorsalmente (Figs. 6y 7).

El sistema de conductos inicia con los conductos intralobulares, ubicados en el estroma
testicular. Estos se contintan en el conducto eferente, que se encuentra asociado al 6rgano epigonal.
Luego, le sigue el epididimo, de aspecto enrollado, que se continta con el conducto deferente, el cual

se ensancha en su porcion distal formando la vesicula seminal, que desemboca en la cloaca.

La cloaca se comunica con los surcos de los claspers, que vehiculizan el esperma y reciben, a
su vez, la secrecion de la glandula de los claspers. Estas estructuras consisten en un par de masas de
tejido glandular alojadas dentro de un saco subdérmico, en la base de las dos aletas pélvicas. Estas
glandulas corren paralelas a lo largo del eje mayor de los claspers y presentan, en su superficie

ventral, un surco longitudinal.

Analisis histoldgico y citoldgico del sistema reproductor masculino

Testiculo

En ejemplares maduros, ambos testiculos se encuentran inmersos en el estroma del 6rgano
epigonal, que se encuentra desplazado hacia un lateral de la gonada, opuesto a la zona germinal (Fig.
8). Los testiculos estan recubiertos por una delgada capsula de tejido conectivo denso, denominada
tanica albuginea. La misma emite trabéculas hacia el interior del parénquima testicular, delimitando
los l6bulos espermaéticos (Fig. 9). Superficialmente, el testiculo se encuentra revestido por un epitelio

simple cubico (Fig. 10).
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Cada l6bulo contiene numerosos cistos que se originan en la zona germinal, en la region dorsal
del I6bulo. A medida que los cistos maduran, van migrando radialmente hacia la periferia del I6bulo y
diametralmente hacia la parte ventral del testiculo (Fig. 11). Cada zona germinal se encuentra
restringida a una proyeccion denominada papila germinal, que surge en el centro de la porcion dorsal
de cada l6bulo y se posiciona entre el epitelio y la tinica albuginea (Fig. 12). En el centro de la papila
se hallan células germinales indiferenciadas y espermatogonias, que se asocian a células de Sertoli y
dan inicio a la formacion de los cistos. Todas las células espermatogénicas de cada cisto se encuentran

en la misma fase de desarrollo.

En base a las caracteristicas citolégicas de las células espermatogénicas, se pudieron

diferenciar 7 estadios madurativos de los cistos, que se describen a continuacion:

Estadio I: Zona germinal o primaria

El proceso de espermatogénesis se inicia en la zona germinal. En el centro de la misma, se
observan las espermatogonias con un gran nicleo eucromatico y con parches de heterocromatina. En
promedio, el didmetro del nucleo de estas células es de 7,48 um (5,6 — 10,23 um). Rodeando a cada
una de las espermatogonias, se pueden observar células de Sertoli con su caracteristico nicleo oval,
elongado, con parches de heterocromatina y nucléolos evidentes (Fig. 13). El didmetro maximo de
estos nucleos es en promedio de 3,44 um (1,31 — 6,9 um).

Estadio I1: Cistos con espermatogonias

A medida que las células germinales maduran, se forman espermatocistos unilaminares,
delimitados por una membrana basal (Fig. 14). En esta etapa del desarrollo de los cistos, las células de
Sertoli se encuentran entremezcladas con las espermatogonias, conformando una monocapa que rodea
a un lumen pequefio. A medida que avanza el desarrollo, los cistos forman estructuras bilaminares, que
mas adelante se vuelven multilaminares (Figs. 15 y 16). En la medida que esto sucede, los nlcleos de
las células de Sertoli son desplazados progresivamente hacia el centro de los cistos. Hacia el final de
este estadio, se puede observar una notoria reduccion de este lumen y la ubicacion de los nlcleos de

las células de Sertoli asume su posicién final, adyacente a la membrana basal.

El ndcleo de las espermatogonias es de 7,68 um (4,94 — 11,5 pum) y 6,09 pm (3,25 - 9,09 um)
de diametro para los cisto unilaminares y bilaminares, respectivamente. En cuanto a las células de
Sertoli, su nucleo muestra un diametro maximo promedio de 3.54 um (1,46 — 5,47 um) para los cistos

unilaminares y de 4,53 um (2,67 — 6,59 um) para los bilaminares.

Estadio I11: Cistos con espermatocitos

Las espermatogonias originan los espermatocitos primarios (Figs. 17 y 18), células
relativamente grandes, redondeadas, con un ndcleo de 6,65 pum de diametro en promedio (4,75 - 8,42
pum) y con el patron de cromatina distintivo de la division celular. De estas células resultan
espermatocitos secundarios (Fig. 18), mas pequefios que los primarios y con un nucleo

heterocromatico de 3,93 um (2,8 - 5,47 um) de didmetro, en promedio.
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En este estadio, los cistos carecen de lumen y los nucleos de las células de Sertoli se disponen

contiguos a la membrana basal.

Estadio 1V: Cistos con espermatides
Este estadio del desarrollo se caracteriza por ser el comienzo de la espermiogénesis. Se pueden

distinguir tres etapas en la maduracion de las espermatides: inmaduras, intermedias y maduras.

Las espermatides inmaduras (Fig. 18) son células redondeadas que presentan una alta relacion
nucleo:citoplasma. Los nucleos son esféricos, centrales, heterocrométicos y con un didmetro promedio

de 2,82 um (1,65 - 3,74 um). En esta etapa no hay presencia de lumen en el cisto.

Las espermatides intermedias presentan un nucleo con cromatina mas condensada, de 2,8 um
en promedio (1,92 — 4,03 um) y un menor contenido citoplasmatico. Por otra parte, comienza a

vislumbrarse nuevamente un lumen en el cisto (Fig. 19).

Las espermatides maduras se agrupan en manojos desorganizados, con los nucleos alargados
orientados hacia la membrana basal y los esbozos flagelares hacia el lumen. Los ndcleos muestran un

largo de 8,35 um en promedio (4,31 - 16,39 um) y son fuertemente heterocromaticos (Fig. 20).

Estadio V: Cistos con espermatozoides inmaduros

Las espermatides se transforman en espermatozoides inmaduros. En ellos se distinguen
completamente la cabeza, cuello y cola. El largo de la cabeza ronda las 17,82 um en promedio (9,96 -
24,12 um). A su vez, estas células se encuentran agrupadas en manojos mas definidos que en el

estadio anterior (Fig. 21).

Estadio VI: Cistos con espermatozoides maduros

Al completar el proceso de maduracion, los espermatozoides presentan una cabeza y cuello
bien definidos, como asi también una cola mas larga. El largo de la cabeza es de unas 20,28 um en
promedio (13,2 - 25,42 um). Los espermatozoides maduros se agrupan en manojos compactos (Fig.
22).

Estadio VII: Cistos en degeneracién
Este estadio es el producto de la liberacion de los espermatozoides maduros y esta
comprendido por cistos en degeneracion, que solo contienen restos celulares (Fig. 23). Esta zona se

encuentra ubicada hacia la periferia del I6bulo, en el margen opuesto a la papila germinal (Fig. 24).
En el espacio intersticial del testiculo, fue posible observar células cuyas caracteristicas

morfoldgicas concuerdan con las de las células de Leydig. Son células redondas, con una alta relacion

nlcleo:citoplasma y ndcleos esféricos, con heterocromatina marginal y eucromatina central (Fig. 25).
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Sistema de conductos

Dentro del sistema de conductos se pudieron diferenciar los conductos intralobulares y los
conductos eferentes. Los primeros se hayan en el estroma testicular y presentan un epitelio simple
cubico con estereocilios y nlcleos redondeados, que ocupan casi la totalidad del citoplasma (Fig. 26).
Por debajo de este epitelio, se observa una capa de tejido conectivo laxo, generalmente delgada.

Los conductos eferentes se encuentran inmersos en el 6rgano epigonal. El epitelio que reviste
estos conductos varia desde cilindrico simple (Fig. 27) hasta pseudoestratificado, en la region mas
proxima al epididimo (Fig. 28). Todo a lo largo del conducto, la superficie apical de las células
epiteliales presenta estereocilios. Por debajo del epitelio, se encuentra una gruesa capa de tejido
conectivo denso, con fibras musculares lisas entremezcladas, dispuestas longitudinalmente. En

algunos conductos eferentes se observé la presencia de espermatozoides desagregados (Fig. 29).

Vesicula seminal

Las vesiculas seminales de M. goodei son conductos relativamente dilatados (Fig. 30), con una
mucosa sumamente plegada. Estos pliegues son mas complejos en la region craneal, estructurandose
como primarios y secundarios (Fig. 31) y se encuentran tapizados por un epitelio pseudoestratificado
con estereocilios (Fig. 31). El corion, de tejido conectivo laxo, ingresa en los pliegues y presenta un
gran namero de fibras musculares lisas sin una orientacion definida. Por fuera se distingue una
submucosa de tejido conectivo denso. Dentro de las vesiculas seminales se encontraron

espermatozoides en forma desagregada (Fig. 32).

Glandula de los claspers

La glandula de los claspers es una estructura alargada que corre paralela al eje mayor de los
claspers y se encuentra contenida dentro de un saco subdérmico. En el corte transversal se observaron
numerosos adendmeros tubulares simples (Fig. 33), cuya secrecion se vierte a través de aberturas que

se encuentran a lo largo del surco longitudinal ventral de la glandula.

Los adendémeros estan formados por células secretoras cilindricas, con un nacleo pequefio,
heterocroméatico y aplanado contra la membrana plasmética. (Fig. 34). La secrecion, de los
adenOmeros reacciona positivamente a la coloracion de PAS (Fig. 35). Los adendmeros desembocan
en el conducto colector, revestido por un epitelio pseudoestratificado y rodeado de tejido conectivo
denso (Fig. 36).

La glandula de los claspers se encuentra rodeada por una capa de musculo estriado
esquelético, dispuesto en forma circular y dividido en fasciculos por tejido conectivo. Esta tunica
muscular alcanza un mayor espesor del lado opuesto a la region en la que desembocan los tabulos
colectores. Toda la gldndula se encuentra tapizada externamente por un epitelio pseudoestratificado
(Fig. 37).
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Analisis Morfométrico

En la Tabla 4 se indica el diametro promedio de los espermatocistos correspondientes a cada
estadio del desarrollo espermatogénico.

Tabla 4. Didmetro (en um) de cada tipo de espermatocisto (n=10 para cada tipo) en el testiculo de
ejemplares maduros de M. goodei.

Estadios Promedio (um) Rango (um)
ESTADIO |
Zona germinal 23.23 16.49 - 36.32
ESTADIO Il
Cistos unilaminares 39.73 26.61-61.98
Cistos bilaminares 64.9 45.34 - 87.02
ESTADIO IlI
Espermatocitos 137.21 68.28 - 217.11
ESTADIO IV
Espermatides 141.48 68.83 - 269.36
ESTADIO V
Espermatozoides inmaduros 137.15 76.57 - 259.92
ESTADIO VI
Espermatozoides maduros 131.60 79.71 - 256.19
ESTADIO VII
Cistos en degeneracién 110.67 65.4-172.31

El andlisis de varianza (ANOVA de un factor) muestra diferencias significativas entre el

didmetro promedio de los cistos de cada estadio de desarrollo (p<0,01).

Los resultados de la comparacion post hoc (test DMS de Fisher) mostraron diferencias entre el

estadio I-11'y I1-111, donde se observa un crecimiento del didmetro promedio de los cistos (p<0,01).

Los tests indican que el didmetro promedio de los cistos aumenta desde el estadio I al Ill. Si
bien se observa también un crecimiento del diametro de los cistos desde el estadio Il al 1V, la
cantidad de datos y el nivel de significacion, no permiten afirmar que los mismos sostienen la

tendencia de crecimiento.
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DISCUSION

La estructura del sistema reproductor de los machos de M. goodei, incluida la asociacion entre
las goénadas y el 6rgano epigonal, concuerda con lo observado en la mayoria de los batoideos
(Wourms, 1977; Pratt, 1988; Hamlett, 1999; Engel y Callard, 2005; Walker, 2005; Moya et al., 2015;
Wehitt, 2019).

El conocimiento sobre la biologia reproductiva de los elasmobranquios es de especial
importancia para gestionar adecuadamente las poblaciones. En este sentido, uno de los puntos clave
es disponer de un estdndar para evaluar las etapas de madurez sexual (Stehmann, 2002). Los
indicadores mas utilizados suelen ser criterios macroscopicos, como la elongacion de los claspers y su
grado de calcificacion. En el caso de M. goodei, la correlacién marcada entre los estadios de madurez
sexual determinados macroscdpicamente y lo observado en el testiculo a nivel microscépico, permite
afirmar que los criterios para determinar el estadio de madurez de Watson y Smales (1998) son
confiables. Conclusiones similares fueron obtenidas para otros batoideos, como Sympterygia
bonapartii (Moya, 2010).

El estudio macroscépico e histolégico de las gonadas de M. goodei permiti6 verificar que la
arquitectura testicular lobular y el tipo de desarrollo de los cistos se corresponden con el modelo de
testiculo compuesto definido por Pratt (1988). Este modelo testicular también esta presente en otras
especies de batoideos, tales como Raja erinacea, Gymnura micrura (Pratt, 1988), Himantura signifer
(Chatchavalvanich, 2005), Rhinoptera bonasus (Poulakis y Grier, 2014) y S. bonapartii (Moya, 2017).

Girard et al. (2000) y Moya (2010) sugieren que la presencia de l6bulos en el testiculo
diamétrico y compuesto respectivamente, permitiria que se acorte la distancia que deben recorrer los
cistos para alcanzar los conductos eferentes. Esta explicacion podria ser de potencial aplicacion en M.
goodei, sin embargo, ninguno de los autores expone la posible ventaja adaptativa que esto podria

representar.

La espermatogénesis es un proceso complejo que conduce a la formacidon de células altamente
diferenciadas, los espermatozoides. Todos los vertebrados muestran etapas celulares de
espermatogénesis comparables, aunque la organizacion estructural de sus testiculos sea diferente
(Pudney, 1995). Los espermatocistos o cistos, constituyen la unidad funcional y estructural del
testiculo de los condrictios (Parson y Grier, 1992). Callard (1991) se refiere a esta unidad como un
"clon de células germinales, mas las células de Sertoli asociadas, dentro de una unidad esférica
cerrada, limitada por una membrana basal”. Algunos autores definen siete etapas en el desarrollo del
espermatocisto (Parsons y Grier, 1992; Maruska et al., 1996; Moya, 2017). En este trabajo, pudieron
identificarse las mismas etapas en el desarrollo de los cistos del testiculo maduro de M. goodei. Por
otra parte, respecto al desplazamiento de los espermatocistos hacia la region ventral conforme
maduran, el mismo no seria un movimiento activo por si mismo, sino que los cistos van siendo

desplazados por los nuevos gue se forman en la zona germinal (Parson y Grier, 1992).
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El estadio | tiene lugar en la zona germinal. En M. goodei la misma se encuentra ubicada en la
papila germinal, en la superficie dorsal de cada l6bulo (Settembrino, 2013). La presencia de esta
papila, sin embargo, no pareciera ser una caracteristica comdn dentro de los condrictios y solo ha sido
documentada en algunas especies, tales como Atlantoraja cyclophora (Wehitt, 2019), Dasyatis sabina
(Maruska et al., 1996), H. signifer (Chatchavalvanich et al., 2005), Hidrolagus colliei (Stanley, 1963)
y R. bonasus (Poulakis y Grier, 2014).

No se ha informado de una zona germinal en los cicléstomos o peces 6seos, pero se ha
descrito en todos los peces cartilaginosos, asi como también en algunos anfibios urodelos, que exhiben
una zonacion bien marcada (Lofts, 1974; Pratt, 1988; Pudney, 1993).

La espermatogénesis comprende una serie de eventos celulares complejos (Engel y Callard,
2005). Durante el estadio de cistos con espermatogonias (Estadio I1), las espermatogonias y las células
de Sertoli estdn comprometidas en la proliferacion mitética (Pudney, 1995). En M. goodei, para el
comienzo del estadio de cistos con espermatocitos (Estadio Ill), los cistos muestran un gran
incremento en el diametro y una reduccion total de su lumen. Estos hechos podrian asociarse no solo
al incremento en el nimero de espermatogonias y células de Sertoli, sino posiblemente también al
aumento en el tamafo de estas células. Por otra parte, durante el estadio de cistos con espermatocitos
(Estadio 11), la transicién de los espermatocitos primarios a secundarios y de estos a espermatides, son
el resultado de la primera y segunda division meidtica respectivamente (Callard, 1991; Pudney, 1995).
El estadio de espermatocitos secundarios marca el intervalo entre la meiosis | y 11, siendo éste a su vez
relativamente corto (Engel y Callard, 2005). En este trabajo, esto se evidenciaria por la poca cantidad
de cistos con espermatocitos secundarios vistos, en comparacion a los estadios inmediatamente

anteriores y posteriores.

La espermiogénesis consiste en el proceso de diferenciacion de los espermatozoides y puede
mostrar variaciones a lo largo de los diferentes taxones. Girard et al. (2000) diferencia tres tipos de
espermatides en dos especies de tiburones, basandose en la forma de los nlcleos. Por otra parte, en S.
bonapartii, Moya (2010) no pudo diferenciar espermatides inmaduras e intermedias, debido a la
semejanza de los ndcleos. Sin embargo, si diferencio a los cistos que las contenian, segun la forma en
la que estas células se organizaban dentro de los mismos. En el presente trabajo, se pudieron
diferenciar espermatides inmaduras, intermedias y maduras, asi como los cistos que las contenian,

basado en las caracteristicas citologicas y la organizacion de estas células dentro del cisto.

Durante el desarrollo de los espermatocistos de M. goodei, los nucleos de las células de Sertoli
van migrando de posicion. Observaciones similares fueron hechas por Moya (2017) en Atlantoraja
platana y en S. bonapartii, asi como también por otros autores (Engel y Callard, 2005). Poulakis y

Grier (2014) sugieren que los nacleos de las células de Sertoli podrian ser desplazados durante el
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desarrollo de los espermatocistos, a medida que se producen las divisiones mitéticas de las

espermatogonias y este podria ser también el caso en M. goodei.

En condrictios, la contribucion real de las células de Leydig al mantenimiento y regulacién de
la espermatogénesis sigue siendo objeto de discusion (Loir et al., 1995; Prisco et al., 2002;
Chatchavalvanich et al., 2005). Estudios de microscopia electrdnica realizados en Torpedo marmorata
(Prisco et al., 2002) demostraron la presencia de verdaderas células de Leydig. Asimismo, se
evidencié que las células en su forma activa y secretora, se ubican preferentemente entre los
espermatocistos donde transcurre la espermatogénesis, previo a la espermiacion. En este trabajo de
tesis, fue posible observar células con caracteristicas similares a las células de Leydig en el espacio
intersticial del testiculo, entre los cistos con espermatocitos (Estadio Ill) hasta los cistos con

espermatides (Estadio V1).

A diferencia de los peces sin mandibula, como los mixinos y las lampreas, los
elasmobranquios han desarrollado un sistema de conductos testiculares para transportar los
espermatozoides fuera de los testiculos y hacia el tracto reproductivo (Grier, 1992). Al igual que en H.
signifer (Chatchavalvanich et al., 2005), en M. goodei, el inicio del sistema de conductos esta
representado por los denominados conductos intralobulares, que son facilmente visibles entre los
cistos con espermatogonias y en degeneracién. Sin embargo, rara vez se observan en las zonas de
espermatocitos, espermatidas y espermatozoides, seguramente debido al gran aumento de tamafio de
los cistos que atraviesan estas etapas (Chatchavalvanich et al., 2005). Los espermatozoides que son
liberados desde los espermatocistos, pasan al interior de estos conductos intralobulares, que luego se

contintian con los eferentes (Chatchavalvanich et al., 2005).

Los conductos eferentes del chucho hocicudo muestran una transicion hacia su extremo distal
en el epitelio que los reviste, el cual presenta estereocilios en toda su extension. Mientras que el
revestimiento suele ser de tipo simple, las especializaciones parecieran ser variables dentro del grupo,
pudiendo presentar cilias (Heterodontus portusjacksoni, Jones y Lin, 1993; H. signifer,
Chatchavalvanich et. al., 2005) o estereocilios (Sympterigia acuta, Petrocelli, 2015; S. bonapartii,
Moya, 2017). Segun diversos autores, la ausencia de una tinica muscular desarrollada permite inferir
que el transporte espermatico se ve auxiliado gracias a especializaciones del epitelio. De esta manera,
la presencia de cilios o estereocilios contribuirian a la fuerza motriz para movilizar el esperma (Jones y
Lin, 1993; Chatchavalvanich et. al., 2005; Moya, 2017).

La vesicula seminal es la porcion terminal del sistema de conductos y exhibe una mucosa
sumamente plegada. Sin embargo, el revestimiento es variable dentro del grupo. Un epitelio cilindrico
simple ha sido descripto para ciertas especies (H. portusjacksoni, Jones y Lin, 1993; R. erinacea,
Hamlett, 1999; D. sabina, Piercy et. al. 2003; Raja eglanteria, Jones y Hamlett, 2006;) mientras que
para otras, como en el caso de M. goodei, presentan un epitelio pseudoestratificado (Mustelus griesus
y Mustelus manazo, Teshima, 1981; Dasyatis bleekeri, Chatchavalvanich y Visutthipat, 1994; H.

signifer, Chatchavalvanich et al., 2005). Més alla de estas aparentes diferencias, se puede resaltar que
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estos revestimientos son monoestratificados, 1o que indicaria que existen diferencias leves a nivel
estructural y, en consecuencia, no habria cambios a nivel funcional (Moya, 2017). Por otra parte, las
especializaciones apicales de las células epiteliales son diversas, pudiendo presentar cilias (H. signifer,
Chatchavalvanich et. al., 2005; R. erinacea, Hamlett, 1999) o estereocilios (S. acuta, Petrocelli, 2015).
Sumado a esto, la vesicula seminal no muestra una tinica muscular definida, lo cual concuerda con lo
observado en S. acuta (Petrocelli, 2015), asi como en S. bonapartii y A. platana (Moya, 2017). Sin
embargo, se puede mencionar como excepcion el caso del holocéfalo Callorhynchus milli, el cual
presenta una tanica muscular importante. La contraccion de la misma contribuye al desplazamiento de
los espermatdforos durante la cépula (Reardon et al., 2002). Por lo tanto, es posible que la presencia
de una tunica muscular desarrollada sea un reflejo del tipo de agregado espermatico presente. De esta
manera, en los casos donde el esperma se encuentre en su forma libre, el transporte espermatico podria

verse favorecido por especializaciones del epitelio y la participacion muscular ser minoritaria.

Los condrictios muestran una amplia variedad de modos de agregacion y almacenamiento de
esperma (Pratt y Tanaka, 1994). En los machos, este almacenamiento puede darse tanto en el
epididimo como en la vesicula seminal (C. milli, Reardon et al., 2002; D. sabina, Piercy et al., 2003;
H. signifer, Chatchavalvanich et al., 2005; Potamotrygon magdalenae, Pedreros Sierra y Ramirez
Pinilla, 2014). La agregacion espermatica consiste en la formacion de una masa cohesiva, compuesta
por una matriz y esperma, que puede adquirir distintas configuraciones (Hamlett, 1999; Pratt y
Tanaka, 1994). Por definicién, la matriz es sustancia intercelular en la cual células vivas se hallan
embebidas (Hamlet et al., 1999). Pratt y Tanaka (1994) describen dos formas de agregacion: a)
espermatoforos, donde los espermatozoides forman agregados inmersos en una matriz eosinéfila y b)
espermatozeugmata, donde las colas de los espermatozoides se proyectan hacia fuera del perimetro de
la matriz. Esta Ultima estructura es, a su vez, categorizada segun la forma en que los espermatozoides
estan dispuestos y por el tamafio del agregado. La agregacion se da a medida que los espermatozoides
y las secreciones del conducto genital se mueven a lo largo del sistema de conductos; ocurre en forma
progresiva y comienza aproximadamente a la altura del epididimo (Hamlet et al., 1999). A su vez, se
cree que las secreciones de la glandula de Leydig podrian contribuir a dicho proceso, colaborando en
la formacién de una matriz que aglutine a los espermatozoides (Petrocelli, 2015). Cabe destacar que
no en todos los casos el esperma se agrega, sino que puede hallarse en una forma libre (H. signifer,
Chatchavalvanich et al., 2005), lo cual concuerda con los resultados obtenidos para M. goodei. Se ha
propuesto que el empaquetamiento espermatico en los machos, constituye una forma més eficiente
para la nutricion y almacenamiento de los espermatozoides y, al mismo tiempo, representaria una

ventaja frente a la pérdida de gametas durante la copula (Matthews, 1950; Pratt y Tanaka, 1994).

Los machos de los elasmobranquios se caracterizan por presentar estructuras sexuales
secundarias que juegan un rol importante en el éxito reproductivo. De estas estructuras, la mas
conocida es el saco del sifon de los tiburones, el cual se ubica ventralmente en la region del abdomen.

Este facilita el proceso de inseminacion al expulsar agua de mar a lo largo del surco de los claspers, lo
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gue mejora la transferencia de semen al tracto reproductor femenino durante la cépula (Gilbert y
Heath, 1972). Por otro lado, el grupo de los batoideos presenta otro tipo de estructura sexual
secundaria denominada glandula de los claspers. Si bien la funcion de la secrecidn de esta glandula
aun no esta del todo clara, se plantea que la misma podria permitir el sellado del surco del clasper,
manteniendo asi en estado liquido el fluido seminal e impidiendo su dilucién en agua de mar
(LaMarca, 1964).

El andlisis histol6gico muestra que la morfologia general de la glandula de los claspers de M.
goodei se asemeja a la de otros batoideos (Leigh-Sharpe, 1920; LaMarca, 1964; Piercy et al., 2005).
En varias especies se han descripto una serie de papilas que se encuentran ubicadas a lo largo de un
surco, que corre sobre la superficie ventral de la glandula (Leucoraja circularis, Leigh-Sharpe, 1920;
Urobatis jamaicensis, LaMarca, 1964; D. sabina, Piercy et al., 2005). Dichas papilas reciben a los
conductos colectores, en los que vierten su secrecion los adenémeros glandulares. Sin embargo, no se
evidencié la presencia de las mismas en este trabajo, lo que podria deberse a que no se realizaron

cortes seriados y no significar necesariamente que la papila no esta presente.

LaMarca (1964) y Piercy et al. (2005) reportaron que la secrecion de la glandula de los
claspers era PAS positiva en U. jamaicensis y L. circularis, respectivamente, lo cual coincide con los
resultados obtenidos en M. goodei. Sumado a esto, también se evidenci6 la presencia de
mucopolisacéridos (del tipo glucoproteina) y fosfolipidos en la secrecién de la glandula de los claspers
de U. jamaicensis (LaMarca, 1964), por lo que el autor sugirié que la misma podria cumplir un rol en
la suspension y transporte del esperma. Debido al tipo de procesamiento histoldgico realizado en este
trabajo, no fue posible analizar el contenido de lipidos de la secrecion de la glandula de los claspers.
Sin embargo, la reactividad al PAS detectada indicaria la presencia de mucopolisacéaridos neutros en la

misma.

Parson y Grier (1992) analizaron los cambios en el diametro de los espermatocistos de
Sphyrna tiburo y reportaron un incremento en el mismo hasta llegar al estadio de cistos con
espermatocitos secundarios. Por otro lado, los machos adultos de R. bonasus (Poulakis y Grier, 2014)
y A. platana (Moya, 2017) mostraron un aumento en el didmetro de los cistos hasta el estadio de
espermatides y de espermatozoides inmaduros, respectivamente. En M. goodei, en cambio, el
incremento del didmetro de los cistos se da hasta el estadio de cistos con espermatocitos. Sin embargo,
dado que el diametro de los cistos es una caracteristica que puede verse influenciada por diversos
factores, tales como el estado del material o el tipo de procesamiento histolégico, no se puede

sustentar ninguna conclusion al respecto.

Los analisis de tipo histolégico proporcionan informacion adicional, que amplia y
complementa los estudios reproductivos de peces cartilaginosos, constituyendo una herramienta
sumamente Util. En este contexto, los resultados obtenidos en la presente tesis no solo son consistentes
con los reportados para otras especies del grupo, sino que también permiten ampliar la informacion

existente sobre esta especie de importancia econémica y ecoldgica.
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CONCLUSIONES
e La organizacion anatémica del sistema reproductor masculino de M. goodei, incluida
la asociacion entre las génadas y el 6rgano epigonal, es semejante a la observada en la mayoria de

los batoideos.

e Las observaciones histologicas corroboran los estadios de madurez asignados

macroscopicamente.

e El testiculo de M. goodei presenta una estructuta de tipo cistica y se corresponde con
el modelo de tipo compuesto definido por Pratt (1988).

e  El desarrollo de los espermatocistos y la consecuente zonacién del testiculo, ocurre a

partir de una zona germinal.

e  Cada l6bulo contiene una zona germinal, que incluye a su vez, una papila germinal, en

cuyo centro se inicia a la formacion de los cistos.

e En base a las caracteristicas citoldgicas y estructurales de los cistos, se pudieron

diferenciar 7 estadios madurativos, al igual que en otras especies de batoideos.

e  Se observaron células con caracteristicas similares a las de Leydig dispersas en el

espacio intersticial del testiculo.

e La mucosa que reviste el inicio del sistema de conductos de M. goodei se caracteriza

por presentar un epitelio simple a pseudoestratificado, con estereocilios.
e  No se observo agregacion espermatica en la vesicula seminal.

e  El revestimiento epitelial de la glandula de los claspers concuerda con lo observado en

otras especies de elasmobranquios.

e  Se observé una reaccion positiva a la coloracion de PAS en la secrecion de la glandula

de los claspers, lo que evidencia la presencia de mucopolisacaridos &cidos y neutros.
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Fig. 1. Modelos de organizacidn testicular en elasmobranquios (Modificado de Pratt, 1988).
Fig. 2. Macho adulto de Myliobatis goodei. a) vista dorsal b) vista ventral.
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Fig. 5: Vista ventral de en macho maduro de M. goodei en la que se pueden ver los claspers. Extraido
de Settembrino (2013).

Fig. 6: Vista ventral de la cavidad abdominal de un macho maduro de M. goodei, en la que se puede
observar el sistema reproductor masculino suspendido en la cavidad peritoneal. Los 6rganos del
sistema digestivo fueron previamente removidos.

Fig. 7: Detalle de la cara dorsal del testiculo de un macho maduro de M. goodei en el que se observan
los l6bulos testiculares. Extraido de Settembrino (2013).

Referencias: Ap: aleta pélvica; Cld: clasper derecho; Cli: clasper izquierdo; Td: testiculo derecho; Ti:
testiculo izquierdo.
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Fig. 8: Vista general del testiculo maduro de M. goodei, donde se observa la relacién entre los 16bulos
testiculares y el érgano epigonal. Notense las papilas germinales.

Fig. 9: Detalle del testiculo maduro de M. goodei en el que se observa la relacién entre el 6rgano
epigonal y el tejido gonadal. Notese el tejido conectivo delimitando los 16bulos espermaticos.

Fig. 10: Detalle del testiculo maduro de M. goodei en el que se observa el epitelio simple cubico que
recubre al testiculo y la tanica albuginea subyacente.

Fig. 11 Detalle de la zona germinal en el testiculo maduro de M. goodei en la que se indica el sentido
de migracion de los cistos.

Referencias: Lo: l6bulo espermatico; Oe: érgano epigonal; Pg: papila germinal; Ta: tlnica albuginea;
Tc: tejido conectivo; Te: testiculo; Zg: zona germinal.

Coloracion: Tricromico de Masson
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Fig. 12: Seccion transversal del testiculo de un macho maduro de M. goodei en la que se observa la
papila germinal.

Fig. 13: Detalle de las espermatogonias y células de Sertoli en la zona germinal del testiculo maduro
de M. goodei. Nétese la disposicion de las células de Sertoli, rodeando a las espermatogonias.

Fig. 14: Detalle de los espermatocitos inmaduros, formando cistos unilaminares en el testiculo maduro
de M. goodei.

Referencias: Cu: cistos unilaminares; Flecha roja: espermatogonia; Flecha verde: nacleo de célula de
Sertoli; Pg: papila germinal; Ta: tGnica albuginea.

Coloracion: Tricromico de Masson
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Fig. 15: Detalle de los espermatocitos inmaduros, formando cistos bilaminares en el testiculo maduro
de M. goodei. Nétense los nucleos de las células de Sertoli ubicados hacia el lumen del cisto.

Fig. 16: Detalle de los espermatocitos inmaduros formando cistos multilaminares en el testiculo
maduro de M. goodei. Notese la ubicacion heterogénea de los nucleos de las células de Sertoli.

Fig. 17: Detalle de los cistos conteniendo espermatocitos primarios en el testiculo maduro de M.
goodei. Nétese la distribucion periférica de los nlcleos de las células de Serotli.

Referencias: Cbi: cisto bilaminar; Cm: cisto multilaminar; Esp I: espermatocito primario. Flecha roja:
espermatogonia; Flecha verde: ndcleo de célula de Sertoli; Oe: 6rgano epigonal.

Coloracion: Tricromico de Masson.

26



- - . M 00 .e’!.'.g. L :‘
I.‘”. ". ' L .: .c'.o‘ov h""..!. “e o.'g'; id 2 WY ¥'a

\ ....'.\~ .’.. - LE T “‘ e '
e o Bentt » R

> .... & “
FRrasdes b AT et et e et LoV e T he s g W8
eto s L sTe J
: 2envi® g%
109
sel s
B >*
LA . “ ®
.:’. o&
L L »
L ' '\ ‘9 ‘
v .‘f‘ ‘) .
l" j;.. - z
TR
X _ s ke - 4 S . ‘A .‘... .‘O..M‘
[ - A .".‘ 3 " w B _——'~\ »
l’é~..;. . .. G g’ m \"/@ . \\“’ ®
o . wba IF ”.; Y . o '-- #" /]
MO / : oS
n~.‘,s. ¢ .-.. ss__—’ . Q
eWta P, X n p ‘
::m..‘.‘: '..0.0.3 .’.5 '/\ 7
E. 3N 17} "‘.o. L -
» ..-.. o .. ’ "
:?ﬁl o‘:'-: ;b‘(‘°ﬂ;
PR IO e
¥o i Yo us’ B R g
!‘:". Y ‘Q" cgi
» J‘ ....'-.. R PR N t‘
i 2 oo%e "l o - N
e =5f e
1Y ' - T ¢ I.}
is @ . . , “ °
Feo \" o
44 ‘% -«—*
'9 '?“ - so-m. ',

Fig. 18: Detalle de cistos con células espermatogénicas en diferentes estadios madurativos, en el
testiculo maduro de M. goodei.

Fig. 19: Detalle de un cisto con espermaétides intermedias en el testiculo maduro de M. goodei.

Fig. 20: Detalle de un cisto con espermatides maduras en el testiculo maduro de M. goodei. N6tese la
distribucion periférica de las células de Sertoli. Sobre el margen inferior izquierdo y superior derecho
pueden observarse células de Leydig (linea punteada roja).

Referencias: Esp |: espermatocito primario; Esp Il: espermatocito secundario; Et I: espermatide
inmadura; Et II: espermatide intermedia; Et I1l: espermatide madura; Flecha verde: nucleo de célula de
Sertoli; Linea punteada roja: células de Leydig.

Coloracion: Tricrémico de Masson.
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Fig. 21: Detalle de un cisto con espermatozoides inmaduros en el testiculo maduro de M. goodei.
Notense las cabezas de los espermatozoides, asociadas a las células de Sertoli (linea punteada verde).

Fig. 22: Detalle de un cisto con espermatozoides maduros en el testiculo maduro de M. goodei.
Notense los espermatozoides organizados en paquetes compactos, asociados a las células de Sertoli
(linea punteada verde).

Fig. 23: Cistos en degeneracion en el testiculo maduro de M. goodei. Se indica también la presencia de
conductos intralobulares.

Referencias: Cab: cabeza del espermatozoide; Cd: cisto en degeneracién; Ci: conducto intralobular;
Col: cola del espermatozoide; Cue: cuello del espermatozoide; Ezi: espermatozoides inmaduros; Ezm:
espermatozoides maduros; Flecha verde: nlcleo de célula de Sertoli; Linea punteada verde: cabezas de
los espermatozoides asociadas a las células de Sertoli.

Coloracion: Tricrémico de Masson.
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Fig. 24: Vista general del testiculo maduro de M. goodei en la que se puede observar la relacion entre
el testiculo, la zona de degeneracion y el 6rgano epigonal.

Fig. 25: Detalle del testiculo maduro de M. goodei en el que se observan las células de Leydig
ubicadas en espacio intersticial. Notese la heterocromatina marginal caracteristica de este tipo celular.

Fig. 26: Detalle de un conducto intralobular en seccion longitudinal, en el testiculo maduro de M.
goodei.

Referencias: Cd: cisto en degeneracion; Ci: conducto intralobular; CL: célula de Leydig; Oe: 6rgano
epigonal; Te: testiculo; Zd: zona de degeneracion; *: estereocilios

Coloracion: Tricromico de Masson.
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Fig. 27: Detalle de la region proximal del conducto eferente en un ejemplar maduro de M. goodei.

Fig. 28: Detalle de la region distal del conducto eferente en un ejemplar maduro de M. goodei.

Fig. 29: Detalle del conducto eferente en un ejemplar maduro de M. goodei, en seccion longitudinal.
Obsérvese la presencia de espermatozoides desagregados en el interior del conducto.

Referencias: Ep: Epitelio; Ez: espermatozoides; Flecha negra: célula muscular lisa; Tcd: tejido
conectivo denso; *: estereocilios.

Coloracion: Tricromico de Masson.
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Fig. 30: Vista general de un corte transversal de la vesicula seminal en un ejemplar maduro de M.
goodei.

Fig. 31: Detalle de la tinica mucosa de la vesicula seminal de un ejemplar maduro de M. goodei, en la
que se observan los pliegues primarios y secundarios. Inserto (abajo derecha): Detalle del epitelio
que reviste la vesicula seminal.

Fig. 32 Detalle de espermatozoides desagregados en el lumen de la vesicula seminal.

Referencias: Co: corion; Ep: epitelio; Ez: espermatozoides; Flecha roja: pliegue primario de la
mucosa; Flecha verde: pliegue secundario de la mucosa; Sub: submucosa.

Coloracion: Tricromico de Masson.
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Fig. 33: Vista general del corte trasversal de la glandula de los claspers en un ejemplar maduro de M.
goodei. Se indica la zona en la que los adenémeros desembocan en los conductos colectores.

Fig. 34: Detalle de los adenémeros de la glandula de los claspers. Notese el citoplasma de las células
cargado de producto de secrecion.

Fig. 35: Detalle de la secrecién PAS positiva en un adenémero de la glandula de los claspers.

Fig. 36: Detalle del conducto colector de la gldndula de los claspers en un ejemplar maduro de M.
goodei. Obsérvese la transicion entre el epitelio del adendmero y el conducto colector.

Fig 37: Detalle del epitelio que reviste la glandula de los claspers en un ejemplar maduro de M.
goodei.

Referencias: Cc: conducto colector; Ep: Epitelio; Flecha roja: Epitelio del conducto colector; Flecha
azul: Epitelio del adenémero; Tc: tejido conectivo; Tm: tanica de musculo estriado esquelético.

Coloracion: Tricromico de Masson (Figs. 33, 34, 36 y 37) y Acido Peryddico de Schiff (PAS, Fig.
35).
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