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RESUMEN

Los peces cartilaginosos son considerados los representantes mas antiguos de los
Gnatostomados. Dentro de este grupo se destacan mecanismos reproductivos sumamente variados y
conservados. Asimismo, estos peces se caracterizan por presentar crecimiento lento, madurez tardia y
baja fecundidad. En su conjunto, dichas caracteristicas definen a los tiburones y rayas como peces
particularmente vulnerables a la sobrepesca. Debido a esto, se han implementado distintos planes de
manejo para su conservacion. Zearaja chilensis es una raya ovipara de gran tamafio, considerada uno
de los predadores superiores del Atlantico sudoccidental. En Argentina, su valor econémico se destaca
entre los batoideos. Los estudios reproductivos y poblacionales de esta especie sugieren que su
vulnerabilidad a la sobrepesca seria mayor que la del resto de los elasmobranguios. El objetivo de este
trabajo es contribuir al conocimiento de la biologia reproductiva de Z. chilensis, a través del analisis de
la microarquitectura testicular y de la espermatogénesis. Se analizaron 11 individuos, los cuales fueron
clasificados en maduros e inmaduros a partir de la longitud y grado de calcificacion de los claspers.
En funcion de la observacion microscépica, se establecié que el modelo estructural del testiculo de Z.
chilensis es de tipo compuesto. A su vez, se determind que el testiculo presenta una zonificacién, de
hasta 6 regiones, que coinciden con las fases de la espermatogénesis y se describié cada una de ellas.
Por ltimo, se comprobd que el grado de madurez de los ejemplares, determinado a partir de criterios

macroscépicos coincide con el determinado a nivel microscopico en los testiculos de Z. chilensis.



1. Introduccién

El ambiente acuatico es un sistema complejo donde interactan parametros fisicos, quimicos y
bioldgicos, los cuales determinan una gran variedad de habitats. Esta diversidad se ve reflejada en las
adaptaciones morfoldgicas, comportamentales y fisiologicas de los animales que viven alli (Pough et
al., 2005; Tarifefio, 2005). En particular, los peces presentan un gran espectro de estrategias
reproductivas, cuya variedad los distingue del resto de los vertebrados (Bone y Moore, 2008). A su
vez, en el caso de los peces cartilaginosos, los mecanismos reproductivos, sumamente conservados,
han contribuido a la supervivencia del grupo desde hace aproximadamente 400 millones de afios
(Hamlett, 1999; Grogan et al., 2012).

Los peces cartilaginosos constituyen la Clase Chondrichthyes y son considerados los
representantes mas antiguos de la Superclase Gnathostomata (Hamlett, 1999; Nelson et al., 2016).
Evolutivamente, una de las sinapomorfias que define a esta Clase como grupo monofilético es un
rasgo reproductivo: la presencia de claspers o mixopterigios. Los mismos son 6rganos utilizados
durante la cdpula, que surgen a partir de modificaciones de las aletas pélvicas de los machos (Grogan
et al., 2012). Su principal ventaja radica en facilitar que la fertilizacion sea interna, evitando el gasto
inGtil de esperma (energéticamente costoso) y la depredacion de los ovocitos sin fecundar (Carrier et
al., 2004).

La Clase Chondricthyes esta constituida por:

- Subclase Holocephali, cuyos Unicos representantes actuales son las quimeras. Cuentan con un
pseudo-opérculo carnoso y su cuerpo se encuentra desprovisto de escamas. Sumado a esto, los
machos presentan un tenaculum frontal en la parte media de la cabeza, que ayuda a
inmovilizar a la hembra durante la cépula (Kardong, 1999; Pough et al., 2005; Nelson et al.,
2016).

- Subclase Euselachii, que incluye a los tiburones (Division Selachii) y a las rayas (Division
Batomorphi), ambos reunidos en la Infraclase Elasmobranchii. A diferencia de los
holocéfalos, los elasmobranquios presentan el cuerpo cubierto por escamas placoideas y
carecen de pseudo-opérculo carnoso. En lineas generales, los tiburones se caracterizan por la
forma fusiforme de su cuerpo. A sus laterales se extienden aletas pectorales y en su extremo
caudal presentan una aleta heterocerca. Las hendiduras branquiales son laterales. Por el
contrario, las rayas se caracterizan por tener un cuerpo comprimido dorsoventralmente. Las
aletas pectorales presentan un gran desarrollo y se encuentran fusionadas, formando una
estructura a modo de disco. Presentan una cola reducida y las hendiduras branquiales tienen
disposicién ventral (Kardong, 1999; Pough et al., 2005; Nelson et al., 2016).



Dentro de los condrictios es posible identificar numerosos modelos reproductivos. En lo que
respecta al desarrollo embrionario, se pueden mencionar dos estrategias. Por un lado la oviparidad, en
la cual los huevos quedan encerrados dentro de capsulas resistentes que son liberadas al medio. Dentro
de estas estructuras, los embriones completan su desarrollo. Posteriormente, de cada cépsula emerge
un individuo de apariencia similar a un adulto. En contraposicion, la estrategia conocida como
viviparidad se caracteriza por la retencion de los embriones dentro del dtero. Finalmente, al momento
del nacimiento, el aspecto de los individuos es similar al de un adulto de tamafio reducido (Carrier et
al., 2004; Conrath, 2005; Awruch, 2015).

Por otra parte, la nutricién de los embriones durante su desarrollo, puede provenir de dos fuentes
distintas (Carrier et al., 2004; Conrath, 2005; Awruch, 2015). En el caso de la nutricion lecitotroéfica
los embriones obtienen los nutrientes necesarios, ya sea para todo su desarrollo o solo una parte de él,
de las reservas de vitelo del huevo. Por otra parte, en la nutricion matrotrofica el embridn depende en
principio de las reservas vitelinas, pero al avanzar el desarrollo la nutricién es complementada con
otras fuentes de nutrientes, aportadas por la madre. Estas fuentes pueden ser de distintos tipos,
dependiendo de la especie: secreciones del epitelio uterino, ingestion de 6vulos no fertilizados u otros

embriones y a partir del desarrollo de una estructura “placentaria” (Galindez, 2016).

Otro aspecto importante de la biologia reproductiva de los condrictios es la anatomia del sistema
reproductor de ambos sexos. En las hembras se identifican uno o dos ovarios, que pueden ser
simétricos 0 no. Los foliculos maduros son liberados a la cavidad abdominal, donde son recogidos por
los oviductos, que son pares. Estas estructuras inician en la zona proximal a los ovarios, como una
especie de embudo, denominado ostium, que puede ser simple o par. A los oviductos continGan las
glandulas oviductales, que secretan las envolturas de los huevos y que se continlan por su extremo

distal con los Gteros, también pares (Diaz Andrade, 2010; Klimley, 2013).

Por otro lado, el sistema reproductor masculino esta formado por dos testiculos. Cada uno se
encuentra asociado a un sistema de conductos genitales (conductos intratesticulares, conductos
eferentes, epididimos y conductos deferentes), que cumplen la funcién de conducir el esperma hacia
los claspers. Sumado a las estructuras anteriores existen dos glandulas anexas: las vesiculas seminales
y las glandulas de Leydig (Diaz Andrade, 2010; Klimley, 2013; Moya, 2017).

Mas alla de contar con una amplia diversidad de estrategias reproductivas, los condrictios se
caracterizan por un crecimiento lento, madurez tardia y baja fecundidad (Bone y Moore, 2008;
Klimley, 2013). Estas caracteristicas de su historia de vida diferencian a los peces cartilaginosos de los
6seo0s Y, a su vez, permiten comprender la gran susceptibilidad de los condrictios a la sobrepesca
(Stevens et al., 2000). La captura de estos peces puede deberse a la pesca dirigida a especies

consideradas target o, mas frecuentemente, a capturas incidentales (bycatch) (Dulvy et al., 2014). En



este Gltimo caso, los individuos capturados pueden ser retenidos, o descartados al mar muertos o
heridos por el arte de pesca (Crowder y Murawski, 1998). Es prudente aclarar que el bycatch
representa un grave problema en lo que refiere al manejo de recursos, ya que gran parte de lo
descartado no es registrado. Por lo tanto, la desaparicion de las especies capturadas incidentalmente
ocurre sin ser percibida (Myers y Worm, 2005).

La presion pesquera que existe sobre los condrictios provoca tanto efectos directos, como
indirectos. Dentro de los directos, se encuentran la disminucion de la talla poblacional, la depreciacion
de la fecundidad, la reduccion del tamafio de la poblacién y la extincion. Por otra parte, uno de los
efectos indirectos méas importante, es la eliminacion de especies que pueden actuar como
depredadores, presas o competidores, alterando las relaciones tréficas (Stevens et al., 2000; Myers y
Worm, 2005).

Con el objetivo de implementar estrategias para garantizar una pesca sustentable de los peces
cartilaginosos, se han analizado parametros para definir la vulnerabilidad de las distintas especies. Es
asi como se identific6 el tamafio corporal como uno de los principales indicadores de riesgo, siendo las
especies de mayor tamafio las méas afectadas por la pesca (Stevens et al., 2000; Dulvy y Reynolds,
2002). A su vez, se han determinado a nivel global areas fuertemente amenazadas, cuya consideracion
dentro de un plan de manejo debe ser prioritaria. Algunos de estos “hotspots” involucran a las aguas
del sudeste de Sudameérica (incluyendo la costa argentina), el este del Océano Atlantico y el sudeste de
Australia. Alli operan pesquerias que capturan a condrictios que habitan a grandes profundidades
(Dulvy et al., 2014).

En lo que se refiere a la actividad pesquera argentina, se destaca el efecto de la pesca de arrastre,
cuya baja selectividad provoca la captura de fauna acompafante (Pettovello, 2016). Esto ultimo, se
evidencio al estudiar los desembarcos de flotas que operan en el Puerto Quequén, el Golfo San Matias
y el Golfo San Jorge, durante el periodo 1998-2012. En los mismos, a pesar de existir una especie
target, como por ejemplo merluza comuin o gatuzo, se registr6 la captura de numerosos batoideos,
entre los cuales se encontraba muy frecuentemente Zearaja chilensis (Tamini et al., 2006; Estalles et
al., 2011; Bovcon et al., 2013). Dicha especie presenta un valor comercial mayor en comparacion con
el resto de los batoideos, debido a la existencia de un mercado asiatico que la importa como “raya
roja” (Massa et al., 2004). En el afio 2020 se registré un desembarco total de Z. chilensis de unas 551
toneladas, superando considerablemente las cifras de otros batoideos identificados (Ministerio de

Agricultura, Ganaderia y Pesca (Argentina) [MAGYP], s.f.).

Zearaja chilensis (syn. Dipturus chilensis) (Guichenot, 1848) es una especie ovipara perteneciente
al orden Rajiformes, familia Rajidae, conocida comunmente como “raya hocicuda” (Massa et al.,

2004; Nelson et al., 2016). Su distribucion geogréfica abarca desde Rio Grande del Sur (Brasil) hasta



los 35° S en aguas del Pacifico sudoriental (Chile). En el Atlantico se la ha encontrado en un rango de
25 a 350 metros de profundidad, mientras que en el Pacifico se registraron ejemplares desde los 40
hasta los 300 metros de profundidad (Cousseau et al., 2007). Actualmente, la amplia distribucién
geogréfica de Z. chilensis se ha puesto en duda. Esto Gltimo surge como consecuencia del constante
debate que existe sobre el estatus taxondémico de esta especie (Vargas-Caro et al., 2015). En particular,
en los altimos afios, se ha sumado evidencia genética a la informacion morfoldgica ya disponible sobre
esta cuestionada especie. A partir de estos nuevos conocimientos, se ha planteado que las dos
poblaciones consideradas como Z. chilensis (la que habita en las aguas del Atlantico y la del Pacifico)
serian, en realidad, dos especies distintas: Z. brevicaudata y Dipturus chilensis, respectivamente
(Naylor et al., 2012; 1zzo et al., 2017; Gabbanelli et al., 2018; Concha et al., 2019; Dulvy et al., 2020).
Sin embargo, el corriente afio, la especie propuesta como Z. brevicaudata pasé a denominarse D.
brevicaudatus, debido al cambio del género Zearaja por Dipturus (Concha et al., 2019; Pollom et al.,
2021). Esta informacion reciente, pone de manifiesto que el debate taxdnomico sobre las rayas

hocicudas sigue vigente.

Externamente, Z. chilensis se caracteriza por un hocico pronunciado, el cual define al nombre
comun por el cual se la conoce. Presenta aletas pélvicas pares bilobuladas, aletas dorsales pares,
separadas por espinas y una aleta caudal unida por un pliegue a la segunda aleta dorsal. En cuanto a la
coloracion, se caracteriza por un tono marrén claro en el dorso, destacandose en la base de las aletas
pectorales dos manchas ovales. Ventralmente, presenta un color blanco grisdceo (Cousseau et al.,
2007).

En lo que respecta a la alimentacion, se ha establecido que Z. chilensis experimenta cambios de
dieta a lo largo de su desarrollo. Es asi como individuos pequefios se alimentan de crustaceos, mientras
gue al aumentar de tamafio sus principales presas son los peces. Dentro de estos Gltimos, se destacan la
nototenia Patagonotothen ramsayi y la merluza comin Merlucius hubbsi. A pesar de estos cambios de
dieta, todos los estadios de vida presentan un elevado nivel tréfico, lo que define a Z. chilensis como
un depredador superior del Atlantico sudoccidental (Lucifora et al., 2000; Koen Alonso et al., 2001;
Bellegia et al., 2016).

En lo que refiere a la biologia reproductiva, el ciclo de Z. chilensis se caracterizaria por carecer de
picos de actividad reproductiva. Los individuos presentan una talla de primera madurez (LTsp) de 780
mm de largo total para los machos y de 908 mm para las hembras (Colonello y Cortés, 2014).
Asimismo, los machos alcanzarian la madurez a los 14,7 afios y las hembras a los 17,8 afios. Por otra
parte, se han observado machos y hembras con edades maximas de 21 y 25 afios, respectivamente
(Zavatteri, 2010). En su conjunto, estas caracteristicas de la historia de vida de Z. chilensis permiten
inferir que la especie presenta una extensa etapa juvenil que impide su rapida reproduccion. Sumado a

esto, la fecundidad potencial méxima y el nimero de temporadas reproductivas estimadas para las



hembras, revelaron que la especie presenta un bajo potencial reproductivo. Como consecuencia, Z.
chilensis seria un especie altamente vulnerable a la sobrepesca (Zavatteri, 2010; Colonello y Cortés,
2014).

A pesar de la importancia econdmica de Z. chilensis, sélo existe un estudio histoldgico en la
literatura, sobre las génadas, en las hembras de esta especie (Wehitt et al., 2015). Sin embargo, ain no
se ha realizado un estudio de la misma indole en machos de Z. chilensis, que permita describir la
espermatogenesis y validar los criterios macroscopicos de madurez sexual, los cuales son ampliamente

utilizados en estudios reproductivos y poblacionales.

Objetivos

En este contexto, dado el valor biol6gico y econémico que presenta Z. chilensis, se plantearon los

siguientes objetivos:

Realizar el estudio morfoldgico y citoldgico de los testiculos de Z. chilensis en distintas etapas
de la madurez sexual, a partir de ejemplares obtenidos en el area del golfo San Matias (Rio

Negro).

- Verificar la escala macroscdpica de madurez sexual mediante el analisis de la concordancia

entre el aspecto macroscépico de los claspers y las caracteristicas microscopicas testiculares.

- Analizar la microarquitectura testicular de Z. chilensis y determinar su modelo estructural.

- Comparar los resultados obtenidos con lo observado en otras especies de condrictios.



2. Materiales y métodos

2.1 Area de muestreo

La region de los golfos Norpatagonicos esta constituida por los golfos San Matias, Nuevo y San
José. Los mismos dan reparo de las corrientes y del oleaje del mar abierto, originando sitios protegidos
a lo largo de sus costas (Irigoyen et al., 2018).

El golfo San Matias es una cuenca semicerrada que se extiende desde ‘“Punta Bermeja” (Rio
Negro), hasta “Punta Norte” (Peninsula Valdés, Chubut) (Figura 1). Su topografia submarina permite
identificar distintas &reas con caracteristicas propias (Mouzo y Paterlini, 2017). Es asi como, a pesar
de que la mayor parte del golfo presenta grandes profundidades, se distingue una porcién central de
200 m de profundidad (Piola y Scasso, 1988).

Al igual que el resto de la Plataforma Continental Argentina, el golfo San Matias recibe aguas de
origen subantértico. Sin embargo, debido a la geometria de la boca de este golfo, el intercambio con el
mar abierto se ve restringido (Piola y Rivas, 1997). Esto provoca que el agua de esta cuenca
semicerrada presente caracteristicas localmente modificadas; entre ellas, se destaca una elevada
salinidad en la zona norte del golfo, en comparacion con la porcion sur (Piola y Scasso, 1988;
Guerrero y Piola, 1997; Coller et al., 2004; Lucas et al., 2005).

En verano, el golfo San Matias se caracteriza por una temperatura media del agua superficial de
18°C y vientos predominando del noreste. Por otro lado, en invierno el agua superficial alcanza una
temperatura media de 11°C, con vientos incidiendo desde el noroeste (Piola y Scasso, 1988; Lucas et
al., 2005).

La biodiversidad del golfo San Matias incluye mas de 150 especies de moluscos, crustaceos y
peces (Coller et al., 2004). En particular, dentro de estos ultimos, se incluyen 13 especies de tiburones,
19 especies de rayas y una especie de holocéfalo (Perier et al., 2011). Esta gran diversidad biol6gica
permite que, en practicamente toda la extension del golfo, se desarrolle la actividad pesquera (Coller et
al., 2004), destacandose las pesquerias de arrastre, con la merluza comin Merluccius hubbsi como

especie objetivo (Romero et al., 2008).

2.2 Obtencién del material y determinacién macroscopica de la madurez

El material utilizado para desarrollar la siguiente tesis provino de capturas de red arrastre,
realizadas por la flota pesquera que opera en el golfo San Matias, durante los meses de marzo de 2011

y abril, junio, agosto, octubre y diciembre de 2012.



Cabe aclarar que, a pesar del debate taxondmico mencionado anteriormente, en esta tesis se optd
por continuar denominando a la especie del Atlantico sudoccidental como Z. chilensis, con el fin de
facilitar la comparacion con la bibliografia disponible hasta el momento.

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 Experimentacion (CICUAE, DBBYF — UNS).

El material se obtuvo en la Planta Pesquera Rio Salado (PPRS), en San Antonio Este. Se
registraron el largo total (LT) y ancho del disco (AD), al milimetro inferior (Figura 2). A su vez, se
determind el estadio de madurez sexual de los ejemplares siguiendo los criterios planteados por
Stehmann (2002), que considera el largo y consistencia de los claspers. Se clasifico a los machos

como:

- Inmaduros o juveniles (estadio I). Presentan claspers poco desarrollados y flexibles. Su

extension es menor que las aletas pélvicas.

- En maduracién, adolescente o subadulto (estadio Il). La longitud de los claspers se asemeja al
de las aletas pélvicas. Su region terminal presenta un mayor desarrollo. Sin embargo, su

estructura sigue siendo flexible.
- Maduro o adulto (estadio I1). Presentan claspers rigidos, que alcanzan el extremo terminal de

las aletas pélvicas, e incluso, pueden sobrepasarlo. Su region terminal se encuentra

completamente formada.

Los testiculos fueron extraidos y fraccionados en pequefias porciones y se fijaron en una mezcla

de Bouin en agua de mar, con el fin de mantener la osmolaridad tisular.

2.3 Procesamiento histoldgico del material

El material fijado fue deshidratado en una serie de alcoholes de concentracion creciente,
infiltrado en Paraplast® e incluido en anillos plésticos. Los tacos obtenidos de testiculo de Z. chilensis
se cortaron con un micrétomo rotatorio Leica RM 2145, en Idminas de 5 um de espesor. Las mismas
fueron colocadas en portaobjetos con albimina y se los dejé secar en posicién vertical, a temperatura
ambiente, por aproximadamente 12 horas. Una vez secos, los cortes fueron desparafinados en

Pathoclear®, dentro de una estufa a 60 °C durante 25 a 30 minutos. Luego, se rehidrataron en una



serie de alcoholes de concentracion decreciente. Finalmente, se procedié a su coloracion con

Tricromico de Masson, y montaje en medio sintético.

2.4 Observacién microscopica, determinacion de la madurez vy registro de datos

Se realizaron observaciones sobre la microarquitectura del testiculo y la espermatogénesis,
utilizando un microscopio optico Nikon AFM. Para determinar microscopicamente el estadio de
madurez sexual de los ejemplares, se utiliz6 como referencia la escala planteada por Serra-Pereira et
al. (2011), ya que la misma fue elaborada para la especie Raja clavata, perteneciente a la familia
Rajidae.

Dicha escala microscépica define el grado de madurez de los individuos de acuerdo a los

siguientes criterios:
- Inmaduros: en los testiculos se identifica una zona germinal y cistos con espermatogonias y

espermatocitos I.

- Maduros: se observan cistos en distinto grado de maduracion, predominando los que

presentan espermatides y espermatozoides.

El registro de los datos se realizé mediante la toma de fotografias, utilizando una cdmara digital

Olympus Camedia Mod. C-7070, Wide Zoom, adosada a un microscopio 6ptico Olympus BX51.



3. Resultados

3.1 Madurez de los ejemplares seqgun criterio macroscopico

De los 11 ejemplares analizados de Z. chilensis, el grado de madurez pudo ser determinado
macroscopicamente en siete individuos, perteneciendo al grupo de maduros (estadio I11) e inmaduros
(estadio 1). En el caso de los cuatro individuos restantes, no se contaba con ese dato o el resultado
obtenido habia sido dudoso (Tabla 1).

3.2 Descripcion de la microanatomia testicular vy de la espermatogénesis

El testiculo de Z. chilensis presenta una organizacion lobular y esta asociado al 6rgano epigonal.
El grado de desarrollo de este Gltimo, varia dependiendo el estadio de madurez del individuo (Figura
3). Cada uno de los lébulos testiculares estad constituido por una zona germinal y espermatocistos
(cistos) de diferentes tamafios (Figura 4). A su vez, cada cisto es delimitado por una membrana basal
acelular, y esté integrado por clones de células germinales, asociadas a células de Sertoli (Figura 5).
Por otro lado, el espacio intersticial entre los cistos est4 ocupado por tejido conectivo escaso, vasos
sanguineos y un reducido numero de células con caracteristicas similares a las células de Leydig. Las
mismas presentan un nucleo redondeado, eucromatico, con parches de heterocromatina y escaso

citoplasma (Figuras 5y 6).

El epitelio de revestimiento del 6rgano es simple y sus células pueden ser tanto escamosas, como
cuboidales. Por debajo del epitelio se localiza una capa de tejido conectivo denso, denominada tunica

albuginea (Figura 7).

A lo largo de la espermatogénesis, se observan cambios morfol6gicos y citoldgicos en las células
germinales y de Sertoli, que se reflejan también en la estructura de los cistos. Debido a estas
variaciones y, teniendo en cuenta que la espermatogénesis es un proceso continuo, se puede apreciar
una zonacion en los l6bulos testiculares. La misma refleja una onda madurativa, que progresa desde la
zona germinal del 16bulo, hacia la periferia del mismo (Figura 4). En el caso de Z. chilensis, los

I6bulos testiculares presentan seis zonas diferentes, las cuales se detallan a continuacion.

Zona germinal o primaria: integrada por células germinales, denominadas espermatogonias
primarias (Figuras 4 y 8). Estas células se caracterizan por tener un nlcleo esférico y una alta relacion
nucleo-citoplasma (Figura 9). Las espermatogonias primarias se encuentran acompafadas por las
células de Sertoli, que se reconocen por su nucleo ovalado, heterocroméatico y méas pequefio que el de

las células germinales. (Figura 9).
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Zona de cistos con espermatogonias: se identifica la presencia de cistos ya formados,
conteniendo espermatogonias primarias y células de Sertoli. Ambas poblaciones celulares se disponen
en un Unico estrato (cisto unilaminar) (Figura 10). A medida que progresa la espermatogénesis, tanto
las células germinales como las sométicas se dividen mitoticamente. Debido a esto, los cistos se
transforman en multilaminares y aumentan progresivamente de tamafio. No obstante, el lumen de los
cistos se visualiza con facilidad (Figura 11). Como consecuencia de la mitosis, las espermatogonias
primarias se transforman en secundarias y se ubican hacia la membrana basal del cisto. A su vez, los
nacleos de las células de Sertoli se orientan hacia el lumen y adoptan un aspecto mas alargado y
eucromatico (Figura 12).

Al avanzar la espermatogeénesis, los nicleos de las células de Sertoli comienzan a migrar hacia la
region basal del cisto, mientras que las células germinales son desplazadas progresivamente hacia el
lumen (Figura 13).

A partir de esta zona, en el espacio intersticial entre los cistos, se observa un ndmero reducido de
células similares a las de Leydig, ya descriptas. (Figura 6). Estas células estan presentes tanto en el

testiculo de individuos inmaduros, como maduros.

Zona de cistos con espermatocitos: conforme progresa la espermatogénesis, las espermatogonias
secundarias dan lugar a numerosos espermatocitos . Esto conlleva un aumento en el tamafio del cisto,
el cual pasa a estar completamente ocupado por células, sin un lumen visible. En esta instancia, todos
los nucleos de las células de Sertoli se encuentran en posicion basal. Los nucleos de los
espermatocitos, por su parte, son esféricos, de mayor tamafio que los de las espermatogonias

secundarias y se observan “en fase” (Figura 14).

Asimismo, en esta zona se visualiza una cantidad reducida de cistos, cuya Unica diferencia con los
anteriores es la presencia de espermatocitos Il. Estos surgen como resultado de la meiosis | que
experimentan los espermatocitos |, diferenciandose de los mismos por la presencia de un nicleo de

menor tamafio y el mayor grado de condensacion de la cromatina (Figura 14).

Zona de cistos con espermatides: al completarse la division meidtica de los espermatocitos |1,
surgen las espermétides, que integran junto con las células de Sertoli, los cistos de esta zona. A partir
de las diferentes transformaciones que sufren las espermétides (espermiogénesis), se definieron cuatro

fases:

1. Espermétides I: presentan un nucleo redondeado, fuertemente heterocromético. Los cistos en

los que estas células estan presentes, contienen abundantes restos citoplasmaticos (Figuras 15y 16).

2. Espermétides Il: en estas células, el nlcleo se observa mas ovalado y excéntrico (Figura 16).
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3. Espermatides Ill: los nlcleos de estas células adoptan una forma mas elongada, y la cromatina
se condensa progresivamente (Figura 17). A su vez, se evidencia un esbozo de flagelo orientado hacia

el lumen del cisto.

4. Espermatides 1V: si bien no se observan muchos cambios respecto a la forma de las células,

las mismas se disponen en manojos y orientados paralelamente (Figura 18).

Zona de cistos con espermatozoides: la misma esta integrada por cistos en los que se pueden
identificar:

1. Espermatozoides inmaduros organizados en paquetes no muy compactos. Su nucleo se

visualiza condensado y se comienzan a diferenciar tres regiones:

- una cabeza, embebida en el citoplasma de las células de Sertoli;
- una porcion media o cuello;

- un flagelo extenso y ondulado, orientado hacia el lumen (Figura 19).

2. Espermatozoides maduros con el nicleo muy condensado, constituyendo paquetes definidos
de células yuxtapuestas. Las tres regiones anteriormente descriptas se diferencian facilmente (Figura
20).

Zona de cistos en degeneracion: esta region se localiza cerca de los cistos con espermatozoides
(Figura 21). Los cistos en degeneracion se observan desorganizados y con restos celulares. Se
destacan las células de Sertoli, con la cromatina fragmentada, caracteristico de células apoptoéticas.

También se pueden ver algunos espermatozoides aislados (Figura 22).

3.3 Descripcidn de los conductos intratesticulares y eferentes

En la zona germinal se pudieron identificar conductos intratesticulares en el espacio intersticial,
entre las células germinales y somaticas (Figura 23), tanto en ejemplares maduros como inmaduros.
Estas estructuras estan tapizadas por un epitelio simple cubico, con tejido conectivo subyacente
(Figura 24). Sin embargo, conforme se avanza en sentido de la onda madurativa, los conductos
intratesticulares son mas dificiles de visualizar y estan presionados entre los cistos de mayor tamafio
(Figura 25). Por otro lado, los conductos eferentes se ubican inmersos en el tejido linfomieloide del
organo epigonal (Figura 26). Estos conductos estan revestidos por un epitelio simple cubico con
estereocilios y rodeados por una delgada capa de tejido conectivo denso y escasas fibras musculares

lisas, de disposicion circular (Figura 27).

12



3.4 Madurez de los ejemplares segun criterio microscopico

A partir de la observacidn microscopica de los 11 ejemplares de Z. chilensis, fue posible clasificar
a los individuos dentro de dos grupos: inmaduros y maduros, que responden a las siguientes

caracteristicas:

- Inmaduros: se observa una alta relacion entre el érgano epigonal y el testiculo, reflejada en el
escaso desarrollo de los I6bulos testiculares. Hacia la periferia de los mismos se visualiza una

zona de cistos con espermatogonias con un grado de desarrollo avanzado.
- Maduros: se evidencia una marcada reduccion del 6rgano epigonal y un gran desarrollo de los

I6bulos testiculares, en los que se observan las 6 zonas descriptas previamente (ver seccion
3.2).

3.5 Validacién de la determinacién macroscopica de la madurez utilizando como

herramienta la histologia

Al comparar la informacion referida al estadio de madurez de los ejemplares utilizando los
criterios macroscdpicos y microscépicos, se observé que ambos datos coincidian. Por otra parte, en el
caso de los individuos en los que no se contaba con la determinacion macroscépica, la informacion
histoldgica permitié determinar su grado de madurez. Por ultimo, en el caso de los animales en donde
la clasificacion basada en criterios macroscépicos resulté dudosa, las herramientas microscépicas

permitieron confirmar el estadio de madurez (Tabla 1).
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4. Discusiéon

Las gbnadas de los cordados cumplen funciones tanto reproductivas, como endocrinas (Blim,
1986; Loir et al., 1995; Engel y Callard, 2005). Asimismo, presentan una organizacion variable entre
los vertebrados. En particular, el testiculo en los machos de amniotas (reptiles, aves y mamiferos)
presenta como unidad morfofuncional los tbulos seminiferos, mientras que las génadas masculinas de
los anamniotas (peces y anfibios) presentan una estructura cistica (Blim 1986; Kardong, 1999). Sin
embargo, pese a esta diversidad estructural, el testiculo es el sitio en el cual se produce la
espermatogénesis. Es asi como en base a este proceso, células germinales diploides dan lugar a

espermatozoides maduros haploides (Hess y de Franca, 2008).

En los elasmobranquios, la mayoria de los estudios morfoldgicos sobre reproduccién estan
centrados en la génada femenina (Diaz Andrade, 2010; Moya, 2017; Wehitt, 2019). Sin embargo, el
conocimiento sobre la dindmica y morfologia testicular también es valioso y sumamente importante

para la conservacion de estas especies (Moya et al., 2015).

Al igual que en otros rajidos, el testiculo de Zearaja chilensis esta revestido por un epitelio simple.
Sin embargo, dentro del grupo, e incluso en un mismo individuo, las células epiteliales pueden ser
planas, cubicas o cilindricas (Moya, 2017; Wehitt, 2019). De todas maneras, no se encontré relacion
entre las caracteristicas del epitelio testicular y el estadio madurativo de los individuos, que permita
explicar estas variaciones. Mas alla del tipo del epitelio que reviste a la génada, el mismo apoya

siempre sobre una tanica albuginea de tejido conectivo (Moya, 2017; Wehitt, 2019).

La intima asociacion observada entre el 6rgano epigonal y el testiculo de Z. chilensis ha sido
registrada en la mayoria de los elasmobranquios (Maruska et al., 1996; Poulakis y Grier, 2014;
Pedreros-Sierra y Ramirez-Pinilla, 2015; Moya, 2017; Wehitt, 2019). Este 6rgano linfomieloide es
exclusivo del grupo y se encuentra asociado a las génadas de ambos sexos, e incluso, puede estar
rodeando 6rganos del sistema digestivo (Honma et al., 1984). Su funcién es similar a la de la médula
6sea de mamiferos, permitiendo la proliferacion de células sanguineas (hemopoyesis), que son

liberadas a la circulacion general (Galindez y Aggio, 2002; Bircan-Yildirim et al., 2011).

Algunos autores sugieren que el vinculo existente entre el érgano epigonal y las génadas no seria
s6lo anatomico, sino que probablemente incluye una relacion funcional. Por ejemplo, Piferrer y
Callard (1995) describieron la presencia de una sustancia producida en el 6rgano epigonal que inhibia
la mitosis en la region inmadura del testiculo de Squalus acanthias. Por otro lado, Lutton y Callard
(2008) sugieren que la presencia de esteroides ovaricos durante el periodo reproductivo de Leucoraja
erinacea, regularia la renovacion de las células epigonales. Estas observaciones, plantean una

interesante linea de trabajo poco explorada hasta la fecha.
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Al igual que otros batoideos, el 6rgano epigonal de Z. chilensis experimenta una disminucién en
su abundancia relativa al avanzar la madurez testicular (Maruska et al., 1996; Poulakis y Grier, 2014;
Pedreros-Sierra y Ramirez-Pinilla, 2015; Moya, 2017; Basallo et al., 2018). Esta variacion también se
observo en hembras de Z. chilensis, en las que el 6rgano epigonal se retrae hacia una zona caudal al
avanzar la maduracion ovarica (Wehitt et al., 2015).

El testiculo de Z. chilensis esta formado por I6bulos, lo que concuerda con las observaciones
realizadas en otras especies de batoideos (Maruska et al., 1996; Chatchavalvanich et al., 2004;
Pedreros-Sierra y Ramirez-Pinilla, 2015; Moya, 2017; Wehitt, 2019). Dichos l6bulos estan integrados
por cistos, que contienen a las células de Sertoli (somaticas) y a las células germinales en un mismo
grado de desarrollo (Loir et al., 1995; Kardong, 1999). Algunos autores sostienen que la maduracién
coordinada se produce como consecuencia de una citocinesis incompleta, que provoca que las células
se mantengan conectadas por puentes citoplasmaticos (Billard, 1984; Hamlett, 1999; Almeida et al.,
2008). Sin embargo, esto no pudo ser corroborado en este trabajo, debido a las limitaciones del poder

de resolucion de la microscopia Optica.

Como consecuencia del arreglo cistico, es posible observar una “onda madurativa” en el testiculo
de Z. chilensis, en la cual los cistos ocupan una region distintiva del I6bulo testicular, dependiendo su
grado de desarrollo. EI mismo evento ha sido registrado en otras especies de condrictios (Callard et
al., 1989; Bouma y Cloud, 2005). Este ordenamiento espacial pone de manifiesto que, al igual que en
el resto de los vertebrados, la espermatogénesis sigue un orden temporal (Engel y Callard, 2005). La
extension de la “onda madurativa” junto con las dimensiones de los I6bulos, aumentan al progresar la
espermatogénesis conjuntamente con la madurez del individuo. Dicho ordenamiento espacio-temporal
se debe a la continua formacion de nuevos cistos durante el proceso, lo que provoca el desplazamiento
de los mas maduros a través del diametro del I6bulo (Pudney, 1995; Chatchavalvanich et al., 2004;
Engel y Callard, 2005; Poulakis y Grier, 2014; Moya et al., 2015).

Pratt (1988) postulé que la localizacion de la zona germinal y la observacion de la “onda
madurativa” son fundamentales para determinar el modelo estructural del testiculo de los
elasmobranquios. En funcion de estas caracteristicas, establecio distintos modelos, a los que defini6
como radial, diamétrico o compuesto. En el modelo radial, la zona germinal se localiza en las
cercanias del centro de cada lébulo testicular. A partir de esta zona, la maduraciéon de los cistos
continda hacia la periferia del 16bulo. Por otro lado, en el modelo diamétrico la zona germinal es Unica
y, a su vez, el desarrollo de los cistos se produce atravesando el diametro del testiculo. La
combinacion de ambos patrones estructurales (radial y diamétrico), da como resultado el modelo
testicular compuesto, donde cada lébulo presenta una zona germinal, de posicion dorsal. Este Gltimo
modelo es el que se observa en Z. chilensis, al igual que en otras especies de batoideos (Kume et al.,
2009; Serra-Pereira et al., 2011; Settembrino, 2013; Henderson et al., 2014; Moya, 2017; Wehitt,
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2019). Cabe aclarar, que el escaso desarrollo testicular en los individuos inmaduros de Z. chilensis fue
lo que facilito la tarea de distinguir los limites entre los 16bulos y sus respectivas zonas germinales. Sin
embargo, el progreso de la espermatogénesis a lo largo del didmetro del testiculo se visualiza con
mayor claridad en los individuos maduros, ya que todas las fases espermatogénicas estan presentes. De
esta manera, se pone en evidencia que en los estudios sobre la microanatomia del testiculo de
elasmobranquios, lo ideal seria contar con material de individuos con distinto grado de madurez

sexual.

Gracias a la particular zonacion de los l6bulos testiculares, el estudio de la espermatogénesis
puede realizarse con facilidad (McClusky, 2012). Histéricamente, los trabajos sobre la estructura
testicular en elasmobranquios definen distintos estadios de la espermatogénesis. Sin embargo, lo que
luego se desarrolla, es la organizacién de las células germinales dentro del cisto, el grado de
diferenciacion de las mismas y su relacion con las células de Sertoli. Sumado a esto, esta division en
estadios muchas veces solo tiene un fin organizativo y depende en gran parte del criterio del
investigador. Como consecuencia, se produce una discordancia entre distintos autores sobre cuéles
cistos deben ser considerados dentro de un mismo estadio, de forma tal que se han descripto entre 7 y
18 estadios diferentes (Hamlett, 1999). Es asi como, por ejemplo, Barone et al. (2007), Serra-Pereira
et al. (2011) y Park et al. (2013) plantean que los cistos con espermatocitos | definen al Estadio IlI,
mientras que la presencia de espermatocitos Il determinan al Estadio V. En contraposicion, Maruska
et al. (1996) y Burgos-Vazquez et al. (2019), establecen que tanto los cistos con espermatocitos |
como |l forman parte del Estadio Ill. A pesar de estas diferencias de criterio, es importante destacar
gue el proceso de transformacién celular presenta caracteristicas que son comunes para todos los
elasmobranquios. Teniendo esto en cuenta, en este trabajo de tesis se decidié usar una nomenclatura

diferente, basada en las caracteristicas de los cistos y en la zonacion que se produce en el testiculo.

La espermatogénesis inicia en la zona germinal, localizada en la region dorsal del testiculo de Z.
chilensis. Alli, las prolongaciones citoplasmaticas de una Unica célula de Sertoli envuelven a una
espermatogonia primaria (Billard, 1984; Bouma y Cloud, 2005). Posteriormente, varias de estas
asociaciones, denominadas espermatoblastos, quedan rodeadas por una membrana basal. Es asi como
se forma la unidad estructural y funcional del testiculo de los elasmobranquios: el espermatocisto
(Hamlett, 1999). En el caso de Z. chilensis estos cistos pudieron diferenciarse claramente en la

transicion entre la zona germinal y la zona de cistos con espermatogonias.

Numerosos autores mencionan la presencia de una proyeccion de la pared dorsal del testiculo en
distintas especies de batoideos, denominada papila germinal. En la misma se localizan células
indiferenciadas, espermatogonias primarias y precursores de las células de Sertoli (Maruska et al.,
1996; Chatchavalvanich et al., 2004; Zaiden et al., 2010; Settembrino, 2013; Pedreros-Sierra y

Ramirez-Pinilla, 2015; Wehitt, 2019). Sin embargo, en este trabajo no pudo diferenciarse dicha
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estructura, lo que coincide con lo registrado en otras especies, tales como Atlantoraja platana y

Sympterygia bonapartii (Moya, 2017).

En la zona de cistos con espermatogonias, se observa un notable aumento en el tamafio de los
cistos y en el numero de células en su interior, lo que pone en evidencia las sucesivas divisiones
mitoticas que experimentan, tanto las espermatogonias primarias como las células de Sertoli. Al
mismo tiempo, las dos poblaciones celulares crecen y se diferencian (Wourms, 1977; Engel y Callard,
2005). En esta instancia, los espermatoblastos estan constituidos por los clones de cada célula
germinal, que inicialmente se habia asociado a una célula de Sertoli (Hamlett, 1999). Las
caracteristicas de las células germinales y sométicas observadas en esta zona en Z. chilensis coinciden
con lo descripto en otros batoideos (Maruska et al., 1996; Chatchavalvanich et al., 2004; Pedreros-
Sierra y Ramirez-Pinilla, 2015).

A pesar de que la espermatogénesis tiene como protagonistas a las células germinales, el estudio
del comportamiento de las células de Sertoli a lo largo de este proceso es fundamental (McClusky,
2003). En este trabajo, se pudo observar claramente que los ndcleos de estas células se tornan
eucromaticos a partir de la zona de cistos con espermatogonias, lo que indicaria que la célula es
metabolicamente activa (Ross y Pawlina, 2007). Esto coincide con estudios ultraestructurales de las
células de Sertoli en otras especies de condrictios, en los que se identificé que, conforme avanza la
espermatogénesis, se incrementa la cantidad de reticulo endoplasmatico liso asociado a inclusiones
lipidicas, asi como el nimero de mitocondrias con crestas tubulares. Dichas organelas son tipicas de
las células productoras de esteroides (Pudney y Callard, 1984a; Callard et al., 1989; Prisco et al.,
2002).

Sumado a los cambios en el grado de condensacion de la cromatina en las células de Sertoli,
también se observaron diferencias en la posicion de los ndcleos dentro del cisto de Z. chilensis. Las
mismas eran evidentes en la zona de cistos con espermatogonias, especificamente en los cistos
multilaminares. Este fendmeno ha sido reportado en otras especies de elasmobranquios (Maruska et
al., 1996; Chatchavalvanich et al., 2004) y podria llevar a pensar que las células de Sertoli migran
dentro del cisto. Sin embargo, estudios a nivel ultraestructural en otras especies, revelaron que, en este
punto, las células de Sertoli, al ser ramificadas, ocupan préacticamente todo el radio del cisto (Prisco et
al., 2002; McClusky, 2003), por lo que serian los nicleos de estas células los que experimentarian la

migracion observada a nivel optico.

En el espacio intersticial de la zona de cistos con espermatogonias, se registr6 una escasa
poblacion de células, cuyas caracteristicas nucleares eran similares a las células de Leydig descriptas
por Prisco et al. (2002) y Pedreros-Sierra y Ramirez-Pinilla (2015). Estudios realizados en la raya

Torpedo marmorata (Prisco et al., 2002) y el tiburén Squalus acanthias (Pudney y Callard, 1984b),
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plantean que estas células presentan organelas que les permitirian sintetizar esteroides, aunque el
grado de diferenciacién de las mismas puede variar segun la especie o el grado de madurez del
individuo. En funcion de esto, queda en claro la importancia de realizar estudios ultraestructurales en

Z. chilensis para caracterizar mas precisamente a estas células “del tipo Leydig”.

Tanto las células de Sertoli como las células de Leydig tienen la capacidad de sintetizar esteroides
(Pudney y Callard, 1984a; Pudney y Callard, 1984b; Callard et al., 1989; Prisco et al., 2002). No
obstante, algunos autores sostienen, a partir de la abundancia y los cambios estructurales que
experimentan las células de Sertoli a lo largo de la espermatogénesis, que su produccion hormonal
seria cuantitativamente mayor. Debido a esto, esta poblacion celular cumpliria un rol mas importante
en la regulacion del desarrollo de las células germinales (Pudney y Callard, 1984a; Callard et al.,
1989; Loir et al., 1995; Zaiden et al., 2010). Esto Gltimo, pareciera ser asi en un gran numero de
elasmobranquios, por lo que podria cumplirse también en el caso de Z. chilensis. Cabe aclarar que, si
bien los estudios endocrinolégicos resultan herramientas prometedoras para comprender de forma méas
integral la biologia reproductiva de los condrictios, es un campo de estudio que aln presenta escaso
desarrollo (Maruska y Gelsleichter, 2011; Awruch, 2015; Becerril-Garcia et al., 2020).

La zona del testiculo con espermatocitos esta definida por la presencia de cistos conteniendo
espermatocitos | y Il. En este trabajo, se observo que los cistos con espermatocitos Il eran menos
abundantes que los que contenian espermatocitos I. Esto indicaria que esa fase de la espermatogénesis
seria mas rapida, en comparacion con el resto del proceso celular (Engel y Callard, 2005). Existen
distintos posicionamientos en la bibliografia respecto a esta etapa de la espermatogénesis. Algunos
autores consideran a los cistos con espermatocitos | y 1 dentro de un mismo estadio y plantean que la
Unica diferencia es el tamafio celular, siendo los espermatocitos | mayores (Maruska et al., 1996 y
Burgos-Véazquez et al., 2019). Otros autores, como Barone et al. (2007), Serra-Pereira et al. (2011) y
Park et al. (2013) postulan que deben considerarse por separado, ya que pueden diferenciarse
citologicamente. En esta tesis, se adoptd como criterio considerar a los cistos con ambos tipos
celulares dentro de una misma zona. Esto se debe a que estos cistos representan un mismo proceso
celular: la fase meidtica de la espermatogénesis. Por tanto, no tendria sentido biol6gico una

subdivision en zonas.

Al completarse la segunda division meidtica de las células germinales, surgen las espermétides
(Schulz et al., 2010). Esta transicion hacia la formacion de espermatozoides, establece el punto de
inicio de la fase postmeittica de la espermatogénesis. A lo largo de su desarrollo, los cistos se
reestructuran mediante la subdivision de los mismos en espermatoblastos (McClusky, 2003). Al
mismo tiempo, las espermétides experimentan una serie de cambios morfolégicos, que en su conjunto
reciben el nombre de espermiogénesis (Hamlett, 1999). Tales transformaciones fueron observadas en

Z. chilensis, pudiéndose describir cuatro fases facilmente reconocibles. A pesar de esto ultimo, se
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consideraron dentro de una misma zona. La espermiogénesis es un proceso continuo y complejo, que
puede presentar algunas variaciones dentro de los elasmobranquios (Moya et al., 2015). Sin embargo,
tienen ciertas caracteristicas compartidas entre las distintas especies.

Los cambios morfolégicos observados mediante microscopia éptica en las espermatides de Z.
chilensis, reflejan las variaciones ultraestructurales que experimentan dichas células y que han sido
documentadas por Stanley (1971) y Chatchavalvanich et al. (2005). De acuerdo con estos autores, las
espermatides I, de nucleo redondeado, atraviesan modificaciones de la envoltura nuclear y un aumento
de la condensacion de la cromatina. Este proceso continuaria con el desarrollo de una vesicula
acrosomal, que se une al sitio modificado de la membrana nuclear. Dicha estructura sufre un
alargamiento anteroposterior, provocando que el perfil del nucleo de estas células sea redondeado, a
oval. En el caso de Z. chilensis, este cambio fue identificado como la fase de espermatides II. Al
mismo tiempo, a partir del centrosoma localizado en el citoplasma yuxtanuclear de las espermatides,
se forma un cuerpo basal. Esta estructura migra hacia la periferia celular donde comenzara a formarse
el corpusculo basal. Desde alli, surgen los microtibulos que formaran al axonema del flagelo,
provocando que las espermatides adopten un aspecto sumamente elongado, que permite distinguir a la
fase Il de la espermiogénesis. Acompafiando al proceso de elongacion, las cabezas de las
espermatides se comienzan a acomodar hacia las células de Sertoli, entrando en contacto con ellas.
Asimismo, los microfilamentos de actina del citoesqueleto de las células somaticas se orientan en
paralelo al eje longitudinal de las espermatides, permitiendo la agrupacion de las Gltimas (Stanley y
Lambert, 1985; Hamlett. 1999). Debido a esto, se observan manojos de espermatides, que caracterizan

a la fase IV de la espermiogénesis de Z. chilensis.

El inicio de la formacidn de los espermatozoides como tales, marca el limite entre la zona de
espermatides y la zona de espermatozoides. Durante la maduracién de estas células, se van
conformando las tres regiones caracteristicas del espermatozoide (cabeza, cuello y flagelo) y se
organizan en paquetes, reflejando aln mas la subdivision en espermatoblastos que habian
experimentado los cistos con espermétides (McClusky, 2003). A medida que se produce la
maduracion de los espermatozoides, la compactacion de los paquetes de células es cada vez mayor.
Esto coincide tanto espacial como temporalmente con el desarrollo de una proyeccion en la region del
acrosoma de los espermatozoides que estd en contacto con una célula de Sertoli (Stanley y Lambert,
1985; Hamlett, 1999). Stanley y Lambert (1985) describen que “en la cresta de la proyeccion, la
membrana de la célula de Sertoli presenta evidencia de endocitosis ya que, en su citoplasma, se
observan numerosas vesiculas membranosas proyectdndose”. Como consecuencia de las
modificaciones que experimenta la membrana de la célula somética, los espermatozoides se
aproximan entre si, incrementando la compactacion de los paquetes que integran (Stanley y Lambert,

1985; Hamlett, 1999). El empaquetamiento de los espermatozoides se refleja a nivel dptico y pudo ser
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registrado en el presente trabajo, asi como en otras especies de condrictios (Maruska et al., 1996;
Serra-Pereira et al., 2011; Moya, 2017; Wehitt, 2019).

La espermiacion ocurre cuando los espermatozoides maduros son liberados desde los cistos, por
ruptura, hacia el sistema de conductos (Pudney, 1995; Hamlett, 1999). Las células de Sertoli y
remanentes de los espermatocistos, incluyendo aquellos espermatozoides que no fueron evacuados,
permanecen dentro de estos cistos y atraviesan un proceso de apoptosis y reabsorcion (Callard et al.,
1989; Prisco et al., 2003; Chatchavalvanich et al., 2004; Poulakis y Grier, 2014). En Z. chilensis estos
procesos pudieron observarse claramente en la zona de cistos en degeneracion, lo cual coincide con lo
registrado en otras especies de batoideos (Zaiden et al., 2010; Pedreros-Sierra y Ramirez-Pinilla, 2015;
Moya, 2017; Basallo et al., 2018; Wehitt, 2019).

Los conductos intratesticulares, hacia donde es liberado el esperma maduro, son estructuras que se
forman durante el desarrollo embrionario y se definen como una compleja red de conductos,
intimamente asociada a los cistos (Park et al., 2013; Poulakis y Grier, 2014). En Z. chilensis, el
epitelio que los reviste es similar al descripto en Himantura signifer (Chatchavalvanich et al., 2004),
A. platana y S. bonapartii (Moya, 2017). Sin embargo, la altura de las células epiteliales puede variar
entre las distintas especies de condrictios, al igual que la presencia de especializaciones de su
superficie apical (Zaiden et al., 2010; Henderson et al., 2014; Wehitt, 2019).

La red de conductos intratesticulares se continda en los conductos eferentes. Estos se observan
inmersos en el tejido epigonal que bordea al testiculo de Z. chilensis, al igual que se ha registrado en
otros batoideos (Moya, 2017; Wehitt, 2019). Si bien el epitelio que lo reviste es similar al observado
en A. cyclophora (Wehitt, 2019), pareciera que esta caracteristica es variable entre los condrictios
(Chatchavalvanich et al., 2004; Pedreros-Sierra y Ramirez-Pinilla, 2015; Moya, 2017). Sin embargo,
existe una coincidencia en la presencia de tejido conectivo denso con células musculares lisas aisladas

de disposicion circular, por debajo del epitelio, al igual que se ha registrado en Z. chilensis.

A partir del conocimiento sobre la microanatomia testicular y la espermatogénesis, es posible
determinar si un ejemplar es inmaduro o maduro. En las especies Urotrygon venezuelae (Acero et al.,
2008), Potamotrygon magdaleane (Pedreros-Sierra y Ramirez-Pinilla, 2015), A. platana y S.
bonapartii (Moya, 2017), los ejemplares inmaduros presentan abundante 6rgano epigonal y testiculos
poco desarrollados. Tal descripcion coincide con lo observado en los ejemplares inmaduros de Z.
chilensis. No obstante, a diferencia de los trabajos mencionados y del criterio planteado por Serra-
Pereira et al. (2011), en los individuos inmaduros de Z. chilensis no se observaron cistos con
espermatocitos |, sino una zona de cistos con espermatogonias de avanzado desarrollo. Este resultado
se suma a otros ejemplos de elasmobranquios, en donde individuos inmaduros exhiben etapas muy

tempranas de la espermatogénesis. Entre ellos se pueden mencionar las especies Narcine bancroftii,
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Rhinobatos percellens, Dasyatis guttata (Acero et al., 2008) y Sympterygia acuta (Basallo et al.,
2018), donde so6lo se identifican cistos con espermatogonias. Por otra parte, en los testiculos de los
ejemplares maduros de Z. chilensis, los I6bulos presentaban seis zonas, asi como una reduccion de la
relacion entre el oOrgano epigonal y el testiculo, lo que coincide con los registros en otros
elasmobranquios (Serra-Pereira et al., 2011; Poulakis y Grier, 2014; Rego et al., 2014; Moya, 2017,
Basallo et al., 2018). Esto pone de manifiesto la continuidad de eventos que subyacen al proceso de

maduracion sexual en los vertebrados.

El conocimiento sobre la biologia reproductiva de los elasmobranquios es fundamental para su
conservacion. En este contexto, un punto clave es la correcta determinacion del estadio de madurez
sexual de los ejemplares. La contrastacion entre el grado de madurez determinado a partir de los
criterios macroscopico y microscopico ha sido analizada en distintas especies de elasmobranquios.
Tales estudios demostraron que en Centrophorus squamosus (Girard et al., 2000), P. magdalenae
(Pedreros-Sierra y Ramirez-Pinilla, 2015) y Rhinoptera bonasus (Poulakis y Grier, 2014), asi como en
algunos ejemplares de Myliobatis goodei (Settembrino, 2013) y A. cyclophora (Wehitt, 2019), la
madurez testicular era alcanzada antes de que los claspers estuviesen completamente calcificados. A
diferencia de los resultados anteriores, en la mayoria de los ejemplares analizados de Z. chilensis, al
igual que en S. bonapartii (Moya et al., 2015), la longitud y el grado de calcificacion de los claspers
refleja el grado de desarrollo testicular. Esto permite inferir que la maduracién de ambas estructuras se
produce de manera relativamente sincronica. Por lo tanto, se podria sugerir que el criterio
macroscopico seria adecuado para determinar el grado de madurez sexual de los machos de esta
especie. Este resultado difiere del obtenido a partir del andlisis histoldgico de los ovarios de Z.
chilensis, donde se demostr6 que existen discordancias entre el grado de madurez sexual determinado
a partir de herramientas macroscépicas y microscépicas (Wehitt et al., 2015). No obstante, es
importante destacar que las observaciones realizadas en esta tesis deben ser consideradas como

preliminares, debido al bajo nimero de ejemplares analizados.

En los machos de las distintas especies de elasmobranquios, un apareamiento exitoso implica la
presencia de claspers completamente desarrollados y funcionales, junto con la disponibilidad de
esperma maduro (Conrath, 2005). Esto pone de manifiesto que los criterios histoldgicos
complementan los parametros utilizados en los estudios poblacionales y, por lo tanto, deberian ser
considerados de manera conjunta. En este contexto, los resultados obtenidos en este trabajo, no solo
constituyen el primer registro sobre la espermatogénesis en esta especie de importancia econdémica,
sino que también plantean algunas incégnitas que podrian servir de sustrato para nuevas lineas de

trabajo.
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Conclusiones

El modelo estructural del testiculo de Z. chilensis es de tipo compuesto.

Existe una relacion entre el tejido testicular y el érgano epigonal, que es variable a lo largo del
desarrollo del animal.

Se propone que el testiculo maduro de Z. chilensis puede dividirse en seis zonas funcionales,
que se corresponderian con las distintas fases de la espermatogénesis.

No se identifico la presencia de una papila germinal.

A lo largo de la espermatogénesis, varian las caracteristicas citologicas de las células

germinales y de las células de Sertoli, asi como su disposicién dentro del cisto.

Se observd un namero reducido de células similares a las células de Leydig, en el espacio

intersticial entre los cistos de todas las zonas.

En la espermiogénesis pudieron reconocerse cuatro fases distintas.

Se registro la presencia de cistos en degeneracién, formados a partir de la espermiacion.

La descripcion microscopica del testiculo de Z. chilensis coincide con la de otros batoideos.

El andlisis histoldgico del testiculo de Z. chilensis permitié confirmar los estadios de madurez

establecidos a partir de criterios macroscopicos.
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NUmero de Madurez macroscopica LT (cm) AD (cm) Madurez

ejemplar microscopica
1 Estadio 11 87,5 66,5 Maduro
2 Estadio 11 88 66 Maduro
3 Estadio 11 87,5 66,5 Maduro
4 Estadio 11 82 62 Maduro
5 Estadio | 58,5 43 Inmaduro
6 Estadio | 58 44 Inmaduro
7 Estadio | 55 42 Inmaduro
8 No determinada 53 41,5 Inmaduro
9 No determinada 73 45,5 Maduro
10 Dudosa (posible Estadio I11) 86 66 Maduro
11 Dudosa (Estadio 1/11) 52 42 Inmaduro

Tabla 1: Datos morfométricos y de madurez sexual, determinados macro y microscépicamente, de los
ejemplares de Zearaja chilensis utilizados en este estudio. Se utilizo el criterio macroscépico propuesto por
Stehmann (2002), segin el cual el estadio | corresponde a ejemplares inmaduros, el estadio 11 a individuos en
maduracion y el estadio 111 a animales maduros.

Referencias: AD: ancho de disco; LT: longitud total.
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Figura 1. Golfo San Matias (Fuente: Google Maps). Figura 2. Ejemplar macho maduro de Zearaja chilensis,
haciendo énfasis en las medidas de ancho de disco (AD) y longitud total (LT) (extraido de Cousseau et al.,
2007).
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Figura 3. Vista general del testiculo inmaduro de Z. chilensis, donde se observa su organizacion lobular y la
asociacion con el 6rgano epigonal. Figura 4. Detalle de un l6bulo testicular en un macho inmaduro de Z.
chilensis, indicando el sentido en que maduran los cistos. Figura 5. Detalle de un espermatocisto y del
espacio intersticial en el testiculo inmaduro de Z. chilensis. Figura 6. Detalle del testiculo inmaduro de Z.
chilensis en el que se indican las células con caracteristicas similares a las células de Leydig en el espacio
intersticial, entre los cistos con espermatogonias.

Tincion: Tricrémico de Masson.

Referencias: Eg2: espermatogonias secundarias; LB: I8bulo testicular; OE: 6rgano epigonal; TC: tejido
conectivo; VS: vasos sanguineos; ZG: zona germinal; Asterisco negro: cistos; Flecha blanca delineada:
progresién de la espermatogénesis; Flecha negra: membrana basal acelular; Punta de flecha blanca
delineada: células tipo Leydig; Punta de flecha negra: nacleos de células de Sertoli.
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Figura 7. Detalle del testiculo inmaduro de Z. chilensis en el que se muestra el epitelio de revestimiento y la
tlnica albuginea. Figura 8. Vista general de la zona germinal de un I6bulo del testiculo inmaduro de Z.
chilensis. Figura 9. Detalle de la zona germinal en el testiculo inmaduro de Z. chilensis en el que se
observan las espermatogonias primarias y su relacion con las células de Sertoli. Figura 10. Detalle del
testiculo maduro de Z. chilensis en el que se muestra la formacion de los cistos unilaminares.

Tincion: Tricromico de Masson.
Referencias: Egl: espermatogonias primarias; OE: 6rgano epigonal; TA: tlnica albuginea; TC: tejido

conectivo; VS: vaso sanguineo; Circulo negro punteado: cistos unilaminares; Flecha negra: epitelio
testicular; Punta de flecha negra: nucleos de células de Sertoli.
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Figura 11. Vista general del testiculo inmaduro de Z. chilensis en el que se observan cistos multilaminares.
Figura 12. Detalle de un cisto multilaminar en el testiculo inmaduro de Z. chilensis. Notese la posicion
luminal de los nucleos de las células de Sertoli. Figura 13. Detalle de un cisto multilaminar en el testiculo
inmaduro de Z. chilensis, en el que se observa el proceso de migracion de los nicleos de las células de
Sertoli hacia la region basal del cisto. Figura 14. Caracteristicas nucleares de los espermatocitos | y II.
Figura 15. Detalle del testiculo maduro de Z. chilensis en el que se puede ver un cisto con espermatides en
fase I. Figura 16. Detalle del testiculo maduro de Z. chilensis en el que se pueden ver espermatides en fase |

val

Tincién: Tricromico de Masson.

Referencias: Ecl: espermatocitos primarios; Ec2: espermatocitos secundarios; Ed1: espermatides en fase I;
Ed2: espermatides en fase Il; Eg2: espermatogonias secundarias; OE: drgano epigonal; Asterisco negro:
cistos multilaminares; Punta de flecha negra: nicleos de células de Sertoli.
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Figura 17. Detalle del testiculo maduro de Z. chilensis en el que se muestra un cisto con espermatides en
fase Ill. Inserto: Detalle de espermétides en fase Ill en el testiculo maduro de Z. chilensis. Figura 18.
Detalle del testiculo maduro de Z. chilensis en el que se puede ver un cisto con espermatides en fase IV.
Figura 19. Detalle de un cisto con espermatozoides inmaduros en el testiculo maduro de Z. chilensis.
Notense las regiones caracteristicas de los espermatozoides. Figura 20. Detalle de un cisto con
espermatozoides maduros en el testiculo maduro de Z. chilensis. Nétese la mayor claridad con la cual se
visualizan las regiones de los espermatozoides. Figura 21. Vista general de los cistos en degeneracion dentro
del I6bulo testicular en el testiculo maduro de Z. chilensis. Figura 22. Detalle de un cisto en degeneracion en
el testiculo maduro de Z. chilensis. Notense las figuras apoptoticas de las células de Sertoli.

Tincién: Tricrémico de Masson.

Referencias: Cdeg: cistos en degeneracion; Ed3: espermatides en fase I1l; Ed4: espermatides en fase I1V;
Ezl: espermatozoides inmaduros; EzM: espermatozoides maduros; OE: érgano epigonal; RC: restos
celulares; Asterisco negro: cabezas de los espermatozoides; Asterisco rojo: cuellos de los espermatozoides;
Flecha negra: células de Sertoli apoptéticas; Numeral negro: flagelos de los espermatozoides; Punta de
flecha negra: ndcleos de células de Sertoli.
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Figura 23. Vista general de la zona germinal del testiculo inmaduro de Z. chilensis en el que se muestran los
conductos intratesticulares. Figura 24. Detalle de la zona germinal del testiculo inmaduro de Z. chilensis en
el que se muestran los conductos intratesticulares. Figura 25. Detalle del testiculo inmaduro de Z. chilensis
en el que se puede observar un conducto intratesticular entre los cistos con espermatogonias secundarias.
Figura 26. Vista general de la zona periférica del testiculo maduro de Z. chilensis en el que se puede
observar un conducto eferente. Figura 27. Detalle de un conducto eferente en el testiculo maduro de Z.
chilensis.

Tincién: Tricromico de Masson.

Referencias: CE: conducto eferente; Egl: espermatogonias primarias; Eg2: espermatogonias secundarias;
ESC: epitelio simple cubico; EzM: cisto con espermatozoides maduros; OE: 6rgano epigonal; TC: tejido
conectivo; Asterisco blanco: fibra muscular lisa; Asterisco negro: estereocilios; Flecha negra: conducto
intratesticular; Punta de flecha negra: ndcleos de células de Sertoli.
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