i S INSTITUTO POLITECNICO NACIONAL
TE9F CENTRO INTERDISCIPLINARIO DE CIENCIAS MARINAS

CICIMAR-IPN

BIOLOGIA REPRODUCTIVA DEL TIBURON
Cephaloscyllium ventriosum
(Carcharhiniformes: Scyliorhinidae) EN BAHIA
TORTUGAS, BAJA CALIFORNIA SUR, MEXICO.

TESIS

QUE PARA OBTENER EL GRADO DE
MAESTRIA EN CIENCIAS EN MANEJO DE RECURSOS MARINOS

PRESENTA

STEPHANIE BERNAL PEREZ

LA PAZ, B.C.S., DICIEMBRE DE 2017



SIP-14 BIS
INSTITUTO POLITECNICO NACIONAL
SECRETARIA DE INVESTIGACION Y POSGRADO
ACTA DE REVISION DE TESIS

En la Ciudad de La Paz, B.C.S., siendolas  12:00 horas deldia 28 del mes de
Noviembre del 2017 se reunieron los miembros de la Comisién Revisora de Tesis designada

por el Colegio de Profesores de Estudios de Posgrado e Investigacion de CICIMAR

para examinar la tesis titulada:

“BIOLOGIA REPRODUCTIVA DEL TIBURON Cephaloscyllium ventriosum

(Carcharhiniformes: Scyliorhinidae) EN BAHIA TORTUGAS, BAJA CALIFORNIA SUR, MEXICO

Presentada por el alumno:

BERNAL PEREZ STEPHANIE

Apellido paterno materno nombre(s)

Conregistro:| B | 1 | § 0 I 2 | 0 6

Aspirante de:
MAESTRIA EN CIENCIAS EN MANEJO DE RECURSOS MARINOS

Después de intercambiar opiniones los miembros de la Comisién manifestaron APROBAR LA
DEFENSA DE LA TESIS, en virtud de que satisface los requisitos sefalados por las disposiciones
reglamentarias vigentes.

LA COMISION REVISORA

Directores de Tesis

A

SABEL OCHOA BAEZ DR. FELIPE GAIVAN MAGANA
22, Director de Tesis

e, L

A CARDENAS DR. AGUST{WHERNANDEZ HERRERA

Olga Marea Bejadano A

DRA. MARCELA BEJARANO ALVAREZ

PROFESORES

DY. SERGIO HERNANDEZ TRUJILLO

LPN.

CICIMAR
NIRECCION



INSTITUTO POLITECNICO NACIONAL
SECRETARIA DE INVESTIGACION Y POSGRADO

CARTA CESION DE DERECHOS

En la Ciudad de La Paz, B.C.S,, el dia 04 del mes de Diciembre del aiio 2017

El (1a) que suscribe BIOL. STEPHANIE BERNAL PEREZ Alumno (a) del Programa

MAESTRIA EN CIENCIAS EN MANEJO DE RECURSOS MARINOS

con numero de registro B150206 adscrito al CENTRO INTERDISCIPLINARIO DE CIENCIAS MARINAS

manifiesta que es autor(a) intelectual del presente trabajo de tesis, bajo la direccién de:

DRA. ROSA ISABEL OCHOABAEZ Y  DR. FELIPE GALVAN MAGANA

y cede los derechos del trabajo titulado:

“BIOLOGIA REPRODUCTIVA DEL TIBURON Cephaloscyllium ventriosum

(Carcharhiniformes: Schyliorhinidae) EN BAHIA TORTUGAS, BAJA CALIFORNIA SUR, MEXICO”

al Instituto Politécnico Nacional, para su difusién con fines académicos y de investigacién.

Los usuarios de la informacién no deben reproducir el contenido textual, grificas o datos del trabajo
sin el permiso expreso del autor y/o director del trabajo. Este, puede ser obtenido escribiendo ala

siguiente direccion: safan7@hotmail.com - rochoa@ipn.com - felipe.galvan@gmail.com

Si el permiso se otorga, el usuario debera dar el agradecimiento correspondiente y citar la fuente del

mismo.

BIOL. STEPHANIE BERNAL PEREZ
Nombre y firma del alumno




DEDICATORIA

En memoria de mi padre

Luis Ricardo Bernal Topete

Quien vive por siempre en mis recuerdos.
Padre mio, te agradezco por darme LA VIDA. Te agradezco el amor
incondicional que me disté. Los abrazos y besos que recibi, toda la sabiduria y

consejos que me brindaste jSon tesoros que guardo en mi corazon!

A mi madre

Francisca Pérez Lopez

A quien le tengo infinito amor y gratitud.

Madre mia, te agradezco LA VIDA. Te agradezco todo el tiempo y apoyo que
me das. Los consejos, la paciencia y el gran amor incondicional, que me han brindado
tu y mi padre son el reflejo de quien soy y donde estoy. Eres la mujer de mi vida,
invencible y siempre fuerte.

iGuiame por siempre, que yo te escuchare!

A mis hermanos:
Jair, Vladimir, Christian y Grecia

Siempre dandome &nimos y calmando mis miedos con sus excelentes consejos:

“Si lo vas a hacer, hazlo bien”, “No pasara nada si no sale, tranquila”, “Eres buena,

échale ganas”, “Hay que buscar ser siempre el mejor”.

De los cuatro, tengo ejemplo a seguir. jGracias por su apoyo incondicional!

A mi tia Alejandra'y mi prima conchita

Por siempre apoyarme en cada decision, por sus sabios consejos y gran amor.
Por nunca dejarnos solos.

Los Amo a todos

iGracias familia mia, por sequir adelante a pesar de la adversidad!



AGRADECIMIENTOS

Al IPN-CICIMAR, por abrir sus puertas a estudiantes amantes de la ciencia y el mundo
marino. A CONACYT por la manutencion ofrecida a cambio de ser alumnos
destacados. A los diversos proyectos de los Doctores que hacen posible la

investigacion. Gracias.

A mis directores de tesis, Dra. Rosa Isabel Ochoa Baez y Dr. Felipe Galvan Magaiia,
gracias por darme la oportunidad de vivir esta experiencia. Su inteligencia y pasion
hacia su trabajo generan en mi gran admiracion y motivacion para continuar

superandome. jGracias infinitas!

Al Dr. Rene Torres, por suamplio conocimiento y siempre hacerme razonar de manera

filoséfica, ademas por enseflarme a tomar buenas microfotografias. Muchas gracias.

Al Dr. Agustin Hernandez Herrera, por ser tan educado y amable, por siempre tener
tiempo para recibirme y apoyarme. Gracias por sus acertadas observaciones hacia mi

trabajo.

Al Dr. L. Andrés Abitia, por su tiempo, comentarios y sugerencias, buscando mejorar
mi trabajo. Muchas gracias.

A la Dra. Marcela Bejarano, por su amable apoyo, sus comentarios y la disponibilidad

hacia mi trabajo. Muchas gracias.

A Katherine Soto Lépez, por ser mi maestra y amiga en todo momento. Porque todo
lo que se de tiburones es gracias a ella. Siempre con tiempo para mi, aunque no lo
tuviera. iMUCHAS GRACIAS!

A mi compafiero Uriel Valdez por siempre apoyarme en el laboratorio. Por escuchar
mis presentaciones una y mil veces y darme consejos. Por todos los dias que nos

hicimos compafiia para trabajar. Muchas gracias.

A todo el “Galvan Team” (2015-2017), por enriquecer la convivencia, por siempre

estar en la novedad cientifica y los chismes. Un gran laboratorio en todo CICIMAR.



A los encargados de llaves, congeladores, salidas a campo, los que organizaban las

carnitas y las idas al sushi, a todos los Galvan team, jGracias!

A los compaferos, los pescadores y sus familias que no conoci, pero que sin ellos no

fuera posible tener las muestras de Bahia Tortugas con las que se logro este trabajo.

A mis viejos amigos, Sandra, Migue y Ely, porque a pesar de la distancia y el no
escribirnos tan seguido, sabia que podia contar con ustedes y de verdad siempre

estuvieron para apoyarme y darme consejos. jMuchas gracias!
A mi familia pacefa:

Laura, René, Diego y Pablo por apoyarme incondicionalmente cuando mas los
necesite. Por no dejarme morir de hambre y frio, y en su lugar ofrecerme mucha alegria

y oportunidad para continuar.

Mi Viris y Lupe, por ser mis viejas amigas pulpitas y ahora todas unas sefioritas
respetables, por esos dias de playa, chisme y baile. Por ser mis consejeras en las

buenas y en las malas, por apoyarme en todo. jMis viborillas favoritas, las quiero!

A mis brothis Jorge, Lety y Edgar, por tener actitud para salir a bailar y comer alitas,

por no tener miedo al Jungle, por siempre reir y pasarla bien.

Luis Salgado, 2017. Amor, por siempre estar cerca de mi, por ser mi amigo todo oidos
incondicional, por apoyarme en todo momento y lugar. Porque llegaste sin querer, pero

ahora buscamos un camino juntos. Por ser el perfecto para mi. jMIL GRACIAS!

Y finalmente a mi princesa, Chessy, por viajar en avion sin saber a dénde iba, por
soportar los fuertes calores, por ser mi compafiera fiel. Por ponerse feliz al verme y por

disfrutar la playa tanto como yo. jEspero se quede mil afios!
Deseo tener la compafiia de todos ustedes por mucho tiempo mas.

iA TODOS, GRACIAS!



INDICE GENERAL

DEDICATORIA e et e e e e e s I
AGRADECIMIENTOS ...t e e e e e e e e e e e e s Il
INDICE GENERAL ...ttt \Y,
INDICE DE FIGURAS ..ottt ettt ete st eae e aae e VIII
INDICE DE TABLAS ...ttt ettt e e e s st e e e sae e Xl
GLOSARIO ettt e et e e e et e e e e e e e e e aa s X1
RESUMEN ... e e e e e e et e e e e e e e e e e e e e eaa s XVII
N = T I 2 ¥ XVIII
INTRODUGCCION ...ttt 1
ANTECEDENTES ...t e e e e e e e e e e e e e e e 5
JUSTIFICACION ...t ettt ettt et e et eae e ete e e eteeee s 9
OB UIETIVOS ..ot e et e et e et e e e e et e e e e e e e e een e aeees 10
ODbJetiVO PrINCIPAL ......coieieie e e 10
ODbjetiVOS €SPECITICOS .....vviiiiie e 10
MATERIALES Y METODOS......coiitiiieeeeeeee e ete e e ee ettt 11
(T o [N =Y=1 0 o [T JO OO 11
LI Lo E=Y [0 Je (SRt o] oL N 12
Trabajo de labOrAtONIO. ... ..uuueeeiiiiiiiiiiiei it 14
ANAIISIS ESTAAISHICOS .....ueeiiiiiiieee e e e e e e e eeeeeas 20
RESULTADOS . ...ttt e e et e e e ettt e e e e et e e e e eaaa e e e eeeanns 22
Composicion de tallas por sexo y estadio de madurez...........cccoeeveeevveveeiiiiinieeeenn, 23
Distribucion temporal del tiburdn inflado ... 26
PrOPOICION GE SEXOS ..uuuiieeeiiiieitie et e e e ettt e e e e e e e e e e e e e e e e e e e eeasa s e e eeeeeeeeennes 29
Talla media de madurez sexual (L50%0) .......coovuuriuiiiiiiieeeeeeeeiiier e 30



DESCRIPCION MACROSCOPICA DEL SISTEMA REPRODUCTOR DE LAS

HEMB R A S .. e e e e e 31
(@7 L o TP PP PPPPPPPP 31
Estadio de INMAAUIEZ...........oevviiiiiiiiiiiiiiieeieeeeeeeeeeeeeeeeeee et 32

En desarrollo iNICIAl............covviiiiiiiiiiiiiiiiiieeeee e 33
EStadio de Pre-mMadUrEZ ...........oouviiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee et 34
EStadio de MAUUIEZ..........oeviiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeee ettt 35
EStadio d@ PrefEZ .......oovviiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeee ettt 36
GlANAUIA OVIAUCAL .....euiiiiiiie e 38
CAPSUIAS OVIQEIAS ...uvviiiiii et e e e e e e e e e e e e e e e e a e e eae s 39
DESCRIPCION ANATOMICA E HISTOLOGICA DE LA OVOGENESIS ............. 41
Foliculos primordiales (faSe 1) .....cccoveeriiiiiiie e 44
Foliculos primarios (FAS€ 2) .....coicee i 45
Foliculos en desarrollo (fase 3) ......ccoevvuiiiiiii i e 45
Foliculo pre-ovulatorio (fASEe 4)........ooeeveuiiiii i e 47
DESCRIPCION MICROSCOPICA DE LA GLANDULA OVIDUCAL ..........c......... 47
ZONA CIUD L. 52
ZONA PAPIIAINY ... 53
ZONA DATTIE ... 55
ZONA TEIMINA ... 57

ALMACEN DE ESPERMA EN GLANDULA OVIDUCAL DE TIBURON

Cephaloscyllium VENTITOSUM ..o e 59

DESCRIPCION MACROSCOPICA DEL SISTEMA REPRODUCTOR DE LOS

M A CH O S e 60
TS CUIOS e e e e 60
EStadio e INMAAUIEZ..... ettt et e e e e e eaaenas 61



Estadio de Pre-MadUrIEzZ ...... .o 62
EStadio d& MaOUICZ ... ..o 63

DESCRIPCION ANATOMICA E HISTOLOGICA DE LA ESPERMATOGENESIS66

Espermatogonia primaria (€tapa 1) ........cceeveeeeiiiieeiiiiii e ee e 69
Espermatogonia secundaria (Etapa 2) ......cooeeeeeeeeeiiiiiiiee e 70
Espermatocito primario (Etapa 3) ......ccooviiiiiiiiiiiiiiiiiie e 71
Espermatocito secundario (E1apa 4) ........coovviiiiiiiiiiiiiiiiiie e 72
EsSpermatida (E1apa 5).......cccuveiiiiiieie e 73
Espermatozoide inmaduro (Etapa 6) .........oovvviiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeee e 74
Espermatozoides maduros (Etapa 7) ......covvvvviiiiiiiiiiiiiieiieeeeeeeeeeeee e 75

ESPERMA EN EPIDIDIMOS Y CONDUCTOS DEFERENTES EN MACHOS DE

Cephaloscyllium VENTIIOSUM .....oooviiiiie e 76
DISCUSION ...ttt bbbttt 81
CompOosSICION € tAllAaS..........cooe i 81
Distribucion temporal en la maduracidon reproductiva..............ccoovvvvvvviiiieeeeeeeeennn, 82
PrOPOICION GE SEXOS ..uuuiieeeeeieeiitie e e e e e e e ettt e e e e e e e e e et s e e e e e e e e eeasaaa e e eeeeeeeeennes 84
Talla media de madurez sexual (L50%0) ..........uuueeriieeeiaiiiiiiiieee e e e e e 85

DESCRIPCION MACROSCOPICA DEL SISTEMA REPRODUCTOR DEL

TIBURON Cephaloscyllium VeNtrioSUM .........ccceveeueeieeeeeeceeeeeeeeee e 86
HEMDIAS. ... 86
Céapsula ovigera de Cephaloscyllium ventrioSum ...........cccceeeeeeeeiiiiiiiiiiiee e, 90
MBCROS. ... 92

DESCRIPCION ANATOMICA E HISTOLOGICA EN EL PROCESO DE

OVOGENESIS Y ESPERMATOGENESIS .....coooviiieeieeieeceetee e 93
L@ Y 0o 1= =TS PRSP 93
ESPErmMatOgENESIS .....coooiiiiiiiiiie e 97



GLANDULA OVIDUCAL .....oovviiiieecteeeee ettt ettt 98

Almacén de esperma en hembras: Glandula oviducal ...............cccccoeeiiieeiennnnn, 102
Almacén de esperma €N MAaChOS ...........uuuuiiiii e e e e eaanns 105
CONCLUSION ...ttt 108
RECOMENDACIONES ... .o eennas 109
LITERATURA CITADA .. et e e e e e enans 110

Anexo 1. Tiempos de deshidratacion empleados en la Técnica Histoldgica para las

SUD-MUESTIIAS A€ C. VENIIOSUIM. ettt e e e e e eeaes A

VI



INDICE DE FIGURAS

Figura 1. Morfolofia externa de Cephaloscyllium ventriosum en vista dorsal. Abdomen

inflado con aire, como mecanismo de defensa contra depredadores. ..........cccccvvvennn.. 2
Figura 2. Area de estudio: Bahia Tortugas, Baja California Sur., México. ................ 12

Figura 3. Composicion de tallas (Lt en cm) para machos y hembras de C. ventriosum
en Bahia Tortugas, B.C.S. ... e e 22

Figura 4. Composicion de tallas (Lt en cm) por estadio de madurez en hembras de
tOUrON INFIAAO. ... e e 23

Figura 5. Composicion de tallas (Lt en cm) de los machos del tiburén inflado por

estadio de MAAUIEZ SEXUAL. ... ...ooe e 24

Figura 6. Regresion lineal entre la longitud total de C. ventriosum con el ancho de la

GIANAUIA OVIAUCAL. ... e e e 25

Figura 7. Regresion lineal entre la longitud total de C. ventriosum con la longitud del

(o o] aTo] ) (=T o o T PSSR 25

Figura 8. Regresion lineal entre la longitud total de C. ventriosum con la longitud del

L=1S] {1 | T 26
Figura 9. Distribucion temporal de machos y hembras del tiburén C. ventriosum. ... 27

Figura 10. Distribucién temporal de los estadios de madurez sexual de hembras del

o]0 T o] s W01 F=To [o FUTEUR TP 28

Figura 11. Distribucion temporal de los estadios de madurez sexual de machos del

1] o]0 o] o I O =T 04 To ] U o PP 29
Figura 12. Proporcion sexual del tiburdn C. ventrioSum .............cccovvvviiiiiieieeeeeeeennns 30

Figura 13. Talla media de madurez sexual (Ls0%) en hembras y machos del tiburon

Cephaloscyllium ventriosum en Bahia Tortugas, B.C.S..........ccccviiiiine e, 31

VI



Figura 14. Aparato reproductor de C. ventriosum, una hembra inmadura................ 33

Figura 15. Anatomia interna del aparato reproductor de hembra de C. ventriosum en

AESAITONO SEXUAL .....eeieeie e e e e e 34
Figura 16. Aparato reproductor de hembra pre-madura de C. ventriosum. .............. 35

Figura 17. Aparato reproductor de una hembra madura de C. ventriosum, oocitos en

diferente grado de deSarrOll0...........coooviiiiiiiiii e 36

Figura 18. Aparato reproductor de C. ventriosum, hembra embarazada con una
capsula ovigera en cada cuerno del Utero. ........ccooeeeeeeeeiieee e 37

Figura 19. Aparato reproductor de hembra prefiada de C. ventriosum en presencia de

dos capsulas ovigeras en cada cuerno de ULEro0. ...........ceeveeeeeireeeiiiiiiii e, 38
Figura 20. Glandula oviducal de una hembra madura de tiburén inflado. ................ 39

Figura 21. Capsulas ovigeras del tiburon inflado C. ventriosum. En el interior del

recuadro se muestra €l SACO VItEIINO. ......oon e 40

Figura 22. Ovario de C. ventriosum de una hembra pre-madura, midié 78.6 cm de

[ONGITUD TOTA ... 42

Figura 23. Ovario de una hembra inmadura de tiburén C. ventriosum de 71.6 cm de
(o7 o1 (0T I (o) = PSR 43

Figura 24. Foliculos primordiales en hembra pre-madura de 75 cm de longitud total

Figura 25. Foliculo primario en hembra en desarrollo de 73.3 cm de longitud total . 45

Figura 26. Foliculo en desarrollo de hembra pre-madura de 77 cm de longitud total.



Figura 28. Glandula oviducal de hembra madura de Cephaloscyllium ventriosum.

Cuatro zonas MOMOfUNCIONAIES. ... ...oee e 50

Figura 29. Glandula oviducal de hembra inmadura de C. ventriosum. Cuatro zonas

MOITOTUNCIONAIES ...t e e e e e e e e e s 51
Figura 30. Zona club de la glandula oviducal de hembra madura de C. ventriosum. 53

Figura 31. Zona papillary de la glandula oviducal de hembra madura de C. ventriosum.

Figura 34. Esperma almacenado en glandula oviducal de C. ventriosum. ............... 60
Figura 35. Aparato reproductor de macho de C. ventriosum en estadio inmaduro... 62

Figura 36. Aparato reproductor de machos de C. ventriosum en estadio pre-maduro.

Figura 37. Aparato reproductor de un macho de C. ventriosum en estadio maduro. 64

Figura 38. Corte transversal de testiculo diamétrico de C. ventriosum pre-maduro de
76.6 cm de 1oNgitud tOtal. ........ovuniiiiieeeie e 67

Figura 39. Corte transversal de testiculo diamétrico de C. ventriosum inmaduro de 59
CmM de 1oNGItUd TOTAL. ..o 68

Figura 40. Etapa 1; zona germinal sin acomodo de C. ventriosum acompafado de

espermatogonias PHMATIAS .........iieiiriiieee e e e e et e e e e e e e et e e e eat e e e eea e e e aeaaaaaaee 70

Figura 41. Etapa 2; Espermatogonia secundaria de C. ventriosum envuelta por la

MNEMBIANA DASAL. ... e e et ettt e e e e e e e e e e e e eaeeees 71



Figura 42. Etapa 3; Espermatocitos primarios de C. ventriosum iniciando la primera

IVISION MEIOTICAL oo 72
Figura 43. Etapa 4, Espermatocitos secundarios de C. ventrioSum. ...............ccc...... 73

Figura 44. Etapa 5; Espermatidas con formas elipticas antes de formar los flagelos del

Lo ES] 01T 4= 10 740 [P 74

Figura 45. Etapa 6; Espermatozoides inmaduros de C. ventriosum con la cabeza

dirigida hacia 18 Periferia. ......ccooeeeeeeeee e 75

Figura 46. Etapa 7; Manojos de espermatozoides maduros de C. ventriosum con la

cabeza dirigida hacia la periferia. ............uuuiiiiii e 76
Figura 47. Corte trasversal del epididimo y glandula de Leydig de C. ventriosum... 77

Figura 48. Corte trasversal del conducto deferente de C. ventriosum...................... 79

Xl



INDICE DE TABLAS
Tabla 1. Clave Juliana utilizada en C. VENTHOSUM ......cuieeeeee e 17

Tabla 2. Guia para la caracterizacion de las fases de la ovogénesis en C. ventriosum.

Tabla 3. Etapas de la espermatogénesis en C. ventriosum, clasificacion Parsons &
T 1= L ) PO 19

Tabla 4. Medidas de cada zona de la glandula oviducal en vista vertical. ................ 49
Tabla 5. Estadios de madurez sexual de C. ventriosum por método morfométrico .. 65

Tabla 6. Caracteristicas generales del aparato reproductor de machos de diversos

elasmobranquios con distinto modo reproductivo. ..........ccccoeeeiviiiiiiiiiiee e, 92

Xl



GLOSARIO

Acino: Unidad estructural y funcional de la glandula, constituido por células secretoras
(Leeson & Leeson, 1985).

Acrosina: Enzima que se encuentra en el acrosoma de los espermatozoides, que
actla sobre la zona pellcida del 6vulo, permite la penetracion hacia el huevo (Lender
et al., 1982).

Adendmero: Conjunto de células epiteliales, las cuales representan la porcién

secretora de una glandula. Sinénimo al acino (Leeson & Leeson, 1985).

Atresia: Proceso de reabsorcion de gametos no desovados. Normalmente ocurre en
gametos posvitelogénicos, pero puede ocurrir en previtelogénesis. Las células
foliculares adquieren propiedades fagocitarias, reabsorbiendo al oocito (Leeson &
Leeson, 1985).

Células de Leydig: Células localizadas en el tejido conjuntivo, forman parte de una
glandula (glandula de Leydig) anexa al conducto genital masculino. Estas células son
secretoras de la testosterona; secretan la mayor parte del liquido seminal (Leeson &
Leeson, 1985).

Células de Sertoli: Células ubicadas en los tubulos seminiferos en los testiculos, que
brindan soporte estructural y metabdlico a las células durante la espermatogénesis
(Leeson & Leeson, 1985).

Células foliculares: Células que se adhieren a la periferia de los oocitos formando el

foliculo y nutriéndolo (Leeson & Leeson, 1985).

Células germinales: Conjunto de células localizadas en las gonadas, que se
convierten en gametos (6vulos y espermatozoides) a través de una divisibn meiotica
(Babin et al., 2007).

Clave juliana: Conjunto de datos abreviados y ordenados en cédigos para la
identificacion de muestras analizadas. Incluye el dia de obtencion de la muestra

basado en el calendario juliano.
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Epididimo: Organo contiguo al testiculo que recibe los espermatozoides provenientes
de este ultimo y los lleva al conducto deferente. En él tiene lugar el almacenamiento

temporal y maduracién de los espermatozoides (Leeson & Leeson, 1985).

Epitelio: Lamina de células estrechamente unidas entre si, reviste todas las
superficies externas e internas. Se puede componer de una Unica capa de células

(epitelio simple) o de varias capas (epitelio estratificado) (Leeson & Leeson, 1985).

Esclerotizacion: Proceso de endurecimiento de la cépsula ovigera debido a su

composicién quimica de proteinas y colageno (Musick & Ellis, 2005).

Espermétida: Célula haploide (n) formada por divisibn de un espermatocito

secundario en el testiculo que da lugar a un espermatozoide (Leeson & Leeson, 1985).

Espermatocito: Célula germinal masculina que se encuentra en proceso de

maduracion (Lender et al., 1982).

Espermatocisto: Unidades componentes de los testiculos donde se lleva a cabo la
espermatogénesis o produccion de los espermatozoides, acompafiados de células de

Sertoli, rodeados por una membrana basal (Galindez, 2016).

Espermatéforos: Saco o0 paquete que contiene cumulos alineados de

espermatozoides rodeados por una matriz (Reardon et al., 2002).

Espermatogénesis: Proceso biolégico llevado a cabo en los testiculos, por el cual la

espermatogonia se transforma en un espermatozoide maduro (Wourms, 1977).

Espermatogonia: Célula germinal masculina diploide, que inicia la espermatogénesis,

se multiplica por mitosis en la zona germinativa de los testiculos (Wourms, 1977).

Espermatozeugmata: Conjunto de masas organizadas de espermatozoides unidos

por una matriz cohesiva para formar masas ovoides o amorfas (Pratt & Tanaka, 1994).

Espermiogénesis: Proceso en el cual las espermatidas sufren la segunda division

meiotica y se convierten en espermatozoides (Houillon, 1978).
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Fecundidad: Capacidad maxima reproductiva. Esta basada en la tasa de produccion
de huevos en especies oviparas y el nimero de embriones en los Uteros de especies
viviparas (Dood, 1983).

Fecundidad ovarica: Numero de foliculos ovaricos maduros en el ovario (Powter &
Gladstone, 2008.

Foliculo: Estructura anatomica bésica de la biologia reproductiva en hembras que
hace referencia al oocito y los tejidos que lo envuelven (zona pellcida, capa granulosa,
teca) (Leeson & Leeson, 1985).

Glandula oviducal: Modificacion del oviducto del tracto reproductivo de las hembras,
en la cual se almacena el esperma, se fertiliza el oocito y se produce la capsula dura

en las especies oviparas (Hamlett, 2005).

Gonopterigios: Organos copuladores del macho, caracteristicos de los
elasmobranquios. Son modificaciones de los bordes internos de las aletas pélvicas y
se prolongan hacia atras, mas que las aletas mismas. Sinénimo a clasper (Alvarez del
Villar, 1978)

Granulosa: Capa de epitelio que envuelve al ovocito y cuyas células son de origen

mesenquimal o epitelial, secretan estrogenos (Leeson & Leeson, 1985).

Oocito: Célula sexual femenina en crecimiento que proveniente de la oogonia, el

proceso de division meibtica dara origen a gametos haploides (Curtis et al., 2008).

Organo epigonal: Organo linfomieloide adyacente a las génadas, puede envolverles

en su totalidad o solo una parte de ellas (Honma et al., 1984).

Ovarios con desarrollo asincréonico: Presencia simultanea de oocitos en varios

estados de desarrollo dentro del ovario (Babin et al., 2007).

Ovogénesis: Proceso biolégico mediante el cual los gametos femeninos pasan por
las etapas de multiplicaciéon y maduracion hasta transformarse en 6vulos (Curtis et al.,
2008).
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Ovario externo: Se caracteriza por presentar los oocitos expuestos sobre el estroma.

Este ovario es caracteristico de la familia Carcharhinidae y Sphyrnidae (Pratt, 1988).

Oviducto: Tubo por el cual se conducen los 6vulos del ovario al Utero. Transporta los
huevos o hacia el Gtero; también llamado tubo uterino o trompa de Falopio (en los
humanos) (Hamlett, 2005).

Partenogénesis: Modo de reproduccion asexual, basado en células sexuales
femeninas no fecundadas que generan nuevos individuos (Leeson & Leeson, 1985).

Talla media de madurez: Estadisticamente se le conoce como Lso, a la talla cuando

al menos el 50% de la poblacion entra a la etapa reproductiva (Pratt & Otake, 1990).

Vitelo: Conjunto de sustancias nutritivas (ricas en lipidos, carbohidratos y proteinas)
almacenadas en forma de granulos en el citoplasma de un huevo destinado a la

nutricion del embrién (Curtis et al., 2008).

Zona club: representa la zona mas anterior de la glandula oviducal cercana al
oviducto. Muestra epitelio simple columnar ciliado con pliegues cuadrados con
terminacion en forma de hacha. Secreta jalea mucosa que envuelve y protege al 6vulo
(Smith et al., 2004).

Zona papillary: Area contigua a la zona club, muestra epitelio columnar ciliado con
proyecciones conicas de bajo relieve. Region secretora de moco, genera una envoltura

que rodea y lubrica al 6vulo (Smith et al., 2004).

Zona baffle: Area de la glandula oviducal que presenta pliegues largos que se alternan
a otros cortos. Epitelio columnar ciliado con secrecion mucosa que guia la elaboracion

multilaminar de la capsula ovigera (Smith et al., 2004).

Zonaterminal: Area no plegada. Consiste en tbulos aislados dispersos que producen
las ornamentaciones de las capsulas ovigera y otros tubulos producen la reserva

espermatica (Smith et al., 2004).
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RESUMEN

El tiburon Cephaloscyllium ventriosum conocido como tiburén inflado, se distribuye
desde la Bahia de Monterey, California, en el Pacifico mexicano y centro de Chile. Es
considerada una especie endémica del Pacifico oriental. Habita fondos rocosos o
arenosos cubiertos de algas en aguas templadas o subtropicales. En México, es
capturado por la pesca artesanal. Actualmente se carece de informacion biologica de
la especie en la zona de investigacién, por lo que el objetivo del estudio fue describir
la biologia reproductiva de la especie con énfasis en identificar la presencia de
reproductores en la poblacidén y estimar la talla media de madurez sexual (Lso). Se
analizaron 95 gonadas (68 hembras y 27 machos). Se realiz6 la descripcion de la
anatomia e histologia de los 6rganos reproductores de ambos sexos. La longitud total
(Lt) de los ejemplares fue de 59 a 94 cm. La mayor presencia en la captura y el mayor
namero de organismos maduros se registro en el mes de marzo. La proporcion sexual
fue dominada por las hembras (2.52H:1M). Esta especie de tiburdn es ovipara y se
encontraron hembras prefiadas durante todos los meses de muestreo. La talla media
de madurez sexual (Lso) en hembras fue de 78.38 cm y para machos de 74.24 cm de
Lt. Con base a los analisis histologicos se concluyé que la anatomia microscopica de
los testiculos de este tiburdon pertenece al tipo diamétrico, con una zonacion gradual
de los espermatocistos en maduracién dentro del testiculo. En las hembras se observo
un ovario funcional de tipo externo, con cuatro fases de la ovogénesis. La glandula
oviducal al igual que otras especies de elasmobranquios presenté cuatro zonas

morfofuncionales con evidencia de almacenamiento de esperma.

XVII



ABSTRACT

The shark Cephaloscyllium ventriosum, known as swellshark, is distributed from the
Monterey Bay, California, in the Mexican Pacific and central Chile. Is considered an
endemic species in the Eastern Pacific. It inhabits rocky or sandy bottoms covered with
algae in temperate or subtropical waters. In Mexico, it is captured by artisanal fishing.
There is no biological information on this species in the research area, Bahia Tortugas,
B.C.S. Mexico, so this study aimed to describe the reproductive biology of this species
with an emphasis on identifying the presence of breeding stock in the population and
to estimate the average size of sexual maturity (Lso) used as a guide for the
management of the capture minimum size. A total of 95 gonads (68 females and 27
males) were reviewed. We analyzed the anatomy and histology of the reproductive
organs of both sexes. The total length (Lt) of the specimens ranges from 59 to 94 cm.
The greatest number of mature organisms was recorded in March. The sex ratio was
dominated by females (2.52H: 1M). This species of shark is oviparous and pregnant
females were found during all months of sampling. The mean size of sexual maturity
(Lso) in females was 78.38 cm and for males of 74.24 cm in Lt. Histological analysis
concluded that the microscopic anatomy of the testicles of the species studied belongs
to the diametric type. There is a gradual zonation of spermatocysts in maturation within
the testis. In females, a functional external ovary with four phases of oogenesis was
observed. The oviducal gland, like other species of elasmobranchs, presents four

morphofunctional zones with evidence of sperm storage.
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INTRODUCCION

El tiburén Cephaloscyllium ventriosum (Garman, 1880) conocido comunmente como
tiburon inflado, globo o pejegato hinchado. Tiene habitos demersales, durante el dia
permanece inactivo oculto en grietas de rocas y arrecifes, se considera un depredador
nocturno que se alimenta de pequefios peces de arrecife y de invertebrados
bentonicos (Grover, 1970; Nelson & Johnson, 1970; Schaaf-Da Silva & Ebert, 2008).
Etimol6gicamente el nombre del género se deriva del griego “kephale” que significa
cabeza y “skylion” que significa cazén (Schaaf-Da Silva & Ebert, 2008a). EI nombre
“ventriosus” proviene del latin, que significa hinchar, referido al nombre comdn y su
capacidad de inflar su estbmago con agua o aire (Fig. 1) (Schaaf-Da Silva & Ebert,
2008b).

Pertenece al orden Carcharhiniformes de la familia Scyliorhinidae. Los tiburones
pertenecientes a esta familia son conocidos comunmente como tiburones: pintarrojas,
ljas o pez gato (pejegato) (Compagno, 1984; Human et al., 2006), ademas de ser
nombrados en general como tiburén cazon, por presentar tallas menores al metro y
medio (Nakaya, 1975). Dentro de la familia Scyliorhinidae se encuentran 16 géneros
y aproximadamente 151 especies distribuidas en todo el mundo, representando el 13%
de todos los peces cartilaginosos (Human et al., 2006; Flammang et al., 2008; Schaff-
Da Silva & Ebert, 2008a).

La taxonomia del género Cephaloscyllium resulta confusa, en parte, debido a la
presencia de varias especies no descritas, y el mayor conflicto se debe al uso de
patrones de color como un caracter, cuando en realidad tienden a variar con el
crecimiento y se vuelven caracteres morfolégicos poco confiables (Inoue & Nakaya,
2006), por lo que la clasificacion esta en constante cambio por la inconsistencia
morfologica dentro del grupo, sin poder establecer claves taxondmicas confiables,
debido a que dependen de una combinacion de caracteres a menudo minusculos
(Schaaf-Da Silva & Ebert, 2008a).



Solo siete especies descritas formalmente eran reconocidas en el género
(Compagno, 1984), entre ellas C. ventriosum, y seis especies sin describir. En la
actualidad se han ido sumando més especies descritas, acumulandose un total de 18
especies dentro del género (Schaaf-Da Silva & Ebert, 2008a; Nakaya et al., 2013).

Schaaf-Da Silva & Ebert (2008b) y Castro (2011) hacen referencia a C.
ventriosum como una especie endémica del Pacifico oriental, la Unica de las 18
especies reconocidas. Los tiburones del género Cephaloscyllium son los mas
sobresalientes dentro de la familia, debido a su excepcional capacidad para inflar su
cuerpo con agua o aire (si es retirado del mar) como un mecanismo de defensa en
contra de sus depredadores, por ello el nombre coloquial de “tiburdn inflado” (Schaaf-
Da Silva & Ebert, 2008a; Castro, 2011; Clark & Randall, 2011). Por otro lado, los
miembros de este género se distinguen de otros dentro de la misma familia, por la falta
de surcos labiales, una segunda aleta dorsal notablemente menor que la primera y la
presencia de crestas supraorbitales en el craneo (Compagno, 1984, 1999; Inoue &
Nakaya, 2006; Schaaf-Da Silva & Ebert, 2008).

Figura 1. Morfologia externa de Cephaloscyllium ventriosum en vista dorsal.

Abdomen inflado con aire como mecanismo de defensa contra depredadores.

La especie mantiene sinonimia con Catulus uter o Cephaloscyllium uter (Schaff-

Da Silva & Ebert, 2008b). El tiburén C. ventriosum (Garman, 1880) originalmente fue



clasificado con el nombre de Sckllyum ventriosum, etimolégicamente significa cazén

hinchado.

El tiburén C. ventriosum habita fondos rocosos o arenosos cubiertos de algas
en aguas templadas a subtropicales con profundidades entre 5-37 metros; aunque, en
ocasiones se encuentra a profundidades mayores a 200 metros (457 m) (Grover, 1970;
Nakaya, 1975; Compagno, 1984; Castro, 2011). Los adultos alcanzan tallas de 90cm
hasta los 110cm, las hembras en la poblacién presentan mayor longitud (Grover, 1970;
Compagno, 1984). Los tiburones juveniles al eclosionar alcanzan tallas entre 13-15 cm
y son capaces de alimentarse inmediatamente de pequefios invertebrados
(Compagno, 1984).

La especie se distribuye desde la Bahia de Monterey, California, en el Pacifico
mexicano y en el centro de Chile (Grover, 1970; Schaaf-Da Silva & Ebert, 2008b;
Castro, 2011). Se le considera solitario, aunque pueden permanecer en agregaciones
de varios individuos mientras descansan, a veces apilados uno encima del otro
(Compagno, 1984; Schaaf-Da Silva & Ebert, 2008b).

La informacion reproductiva disponible hasta antes del presente estudio, indica
gue C. ventriosum es una especie ovipara con un ovario funcional, deposita los huevos
en capsulas cerradas, que son producidas por la glandula oviducal (Grover, 1970,
Bejarano-Alvarez, 2011). La produccién de esta capsula varia entre especies (Hamlett,
2005; Lutton et al., 2005) y requiere de pocas horas o hasta 16 dias como el tiburon
Scyliorhinus retifer. En cautiverio se ha observado que la eclosién de C. ventriosum
toma de 7.5 a 10 meses aproximadamente, en relacion con la temperatura del agua
(Grover, 1970; Schaaf-Da Silva & Ebert, 2008b; Castro, 2011, Smith et al., 2004). Se
sabe que posee la caracteristica de almacenar esperma en sus glandulas oviducales
y recientemente se ha documentado la estrategia de generar organismos mediante

partenogénesis (Grover, 1970; Feldheim et al., 2016).

La capsula ovigera llega a medir entre 9-12.5 cm de largo, 2.8 a 5.5 cm de ancho
y 2.5 cm de profundidad y son depositados dos a la vez sobre rocas cubiertas por algas

(Grover, 1970), aunque no se sabe cuantos embriones llegan a eclosionar y no se tiene



estimado el nUmero de tiburones que alcanzan tallas adultas (Schaaf-Da Silva & Ebert,
2008; Castro, 2011).

El tiburon inflado se pesca en la zona de Bahia Tortugas, B.C.S., tiene
importancia comercial menor, es capturado con redes de enmalle de fondo. Se conoce
poco de la biologia de esta especie, lo cual limita el recomendar medidas de manejo

adecuadas para su aprovechamiento.

Para investigar la biologia reproductiva de las especies, generalmente se
utilizan los datos morfométricos de los organismos, es necesario combinar la
morfometria externa con el andlisis interno de las gbénadas, considerandose las
caracteristicas macroscopicas y microscépicas (Maruska et al., 1996; Carrera-
Fernandez, 2004), debido a que existen diversos trabajos que estudian el aparato

reproductor de manera superficial.

Estudios recientes realizados acerca de la biologia reproductiva de diferentes
especies de tiburones se realizan para establecer bases biolégicas para recomendar
medidas de manejo pesquero. Por lo antes sefalado, el objetivo de la presente
investigacion se oriento al estudio de la biologia reproductiva de la especie C. ventriosum
abordando la descripcién macroscépica e histolégica del sistema reproductor en los dos
sexos, asi como estimar la proporcion de sexos, la talla media de madurez sexual en
machos y hembras, registrar la estacionalidad con presencia de organismos maduros y/o

con almacén de esperma.



ANTECEDENTES

Los peces cartilaginosos, de la clase Chondrichthyes se les considera como uno
de los grupos supervivientes mas antiguos de los vertebrados mandibulados (Wourms
& Demski, 1993). Se estima existen 1188 especies de condrictios, validas a nivel
mundial (Ebert & Van Hees, 2015; Weigmann, 2016), se sabe de la existencia de
especies descritas a la actualidad y de otras que necesitan mas investigacion para

evitar sinonimias (Weigmann, 2016).

Los Condrictios muestran una larga historia existencial, se data de al menos
400 millones de afos, presentan mecanismos importantes que los distinguen como un
grupo con gran éxito evolutivo. Este éxito se atribuye a las estrategias reproductivas
del grupo, presenta fertilizacion interna, desarrollan crias completamente formadas,
similares a un adulto con mayor probabilidad de supervivencia. Por otro lado, cuentan
con una amplia diversidad de modos reproductivos, proteccién y nutricion del embrion
durante el desarrollo embrionario, almacenamiento de esperma en algunas especies,
presente en machos y hembras (Wourms, 1977; Compagno, 1999; Hamlett, 2005;
Powter & Glandstone, 2008; Moura et al., 2011).

Algunas caracteristicas del grupo los evidencian como un recurso pesquero
vulnerable y susceptible a la sobrepesca, debido a su potencial reproductivo bajo, un
reducido numero de crias, sus periodos largos de gestacion y su crecimiento individual
lento, por otro lado, requieren de un periodo largo para alcanzar la madurez sexual y

comenzar a reproducirse (Salomén-Aguilar et al., 2009).

Trabajos como el de Harahush et al. (2007) describen de manera detallada el
desarrollo embrionario de una especie, bajo condiciones controladas, Chiloscyllium
puntatum, ellos reportaron el comportamiento reproductivo y la temporada de puesta.
Bejarano-Alvarez (2011), realiz6 una descripcion de la morfologia de diferentes
elasmobranquios que presentaban diversos modos reproductivos. Reporto informacion
base sobre la biologia reproductiva de C. ventriosum, como el ser una especie ovipara

gue deposita dos capsulas ovigeras a la vez y la estrategia de almacenar esperma en las



glandulas oviducales, lo cual coincide con lo reportado por Grover (1970) en una poblacion

de California.

Los estudios de Teshima et al. (1971) y Wourms (1977) parten de una base
biolégica, dividen en dos grupos el modo reproductivo de acuerdo con el desarrollo
embrionario. Fuera del cuerpo de la madre oviparidad, o interno viviparidad. Como se
menciono anteriormente el éxito de este grupo se debe a la gran variedad de modos
reproductivos con los que cuentan; la oviparidad y viviparidad se dividen a su vez por
el tipo de nutricion que recibe el embrion en desarrollo: “lecitotréficas”, aquellas
especies donde el desarrollo del embrién depende exclusivamente de las reservas de
vitelo, el cual es producido por la madre y acumulado en el huevo durante la
ovogénesis y que se encierra en la capsula ovigera hasta la eclosion, y especies
“matrotroficas”, aquellas en las cuales el desarrollo embrionario se nutre por la madre,
completamente sostenido por esta o recibiendo nutricion por diferentes variantes
(Wourms, 1977, 1981; Musick & Ellis, 2005; Galindez, 2016).

La oviparidad, es el modo reproductivo que presenta el tiburén C. ventriosum, y
es la condicién mas primitiva presente en los elasmobranquios; aproximadamente el
40% de las especies de tiburones son oviparos (Hamlett & Koob, 1999). Las especies
oviparas presentan sol6 nutricion lecitotrofica. Las familias de tiburones
Heterodontidae, Scyliorhinidae y Orectolobidae, quimeras y las rayas con espina del
orden Rajiformes son oviparos (Wourms, 1977; Compagno, 1999; Bejarano-Alvarez,
2011). Estas especies tienden a producir grandes y numerosas capsulas ovigeras, con
estructuras duras por periodos estacionales (Wourms, 1977; Galindez, 2016).

Por otro lado, la mayoria de los tiburones (60%) y todas las rayas sin espina
(orden Myliobatiformes) son viviparos, las cuales presentan alguna variante del
matrotrofismo. Entre las familias de tiburones que presentan alguna variante se
encuentran Carcharhinidae, Sphyrnidae, Squalidae, Triakidae y Lamnidae; dentro de
las rayas por nombrar algunas familias se encuentran: Pristidae, Rhinobatidae,
Narcinidae, Torpedinidae, Urolophidae, Dasyatidae entre otras (Wourms,1977;
Hamlett & Koob, 1999; Bejarano-Alvarez, 2011; Galindez, 2016).



Se reconocen cuatro variantes nutricionales del matrotrofismo, ya que
presentan adaptaciones de tejidos especiales, embrionarios o maternos que facilitan
la transferencia de nutrientes de la madre al feto: la histotrofia, la oofagia, la adelfofagia
0 canibalismo intrauterino y el matrotrofismo propiamente dicho (placentario) o con
dependencia de vitelo (lecitotrofico), con intervencion materna minima, sucede solo al
final de la gestacion (Wourms, 1977, 1981; Hamlett, 2005; Galindez, 2016).

Las adaptaciones y condicion reproductiva (madurez sexual) optimizan o limitan
el éxito reproductivo. Compagno (1984) y Castro (2011) estimaron madurez sexual en
machos de C. ventriosum a partir de los 82-85 cm de longitud total y la probabilidad de
madurez en hembras al alcanzar los 90cm, sin embargo, estos datos no son
confiables, debido a que no se reporté el modo por el cual esta estimacion fue

realizada.

Grover (1972) analizé y concluy6 que la poblacion de C. ventriosum cercana a
la costa de California era diferente a la poblacion presente en la isla Sta. Catalina,
California, debido a las adaptaciones morfoldgicas presentes en las capsulas ovigeras

desovadas por ambas poblaciones.

Grover (1974) estudio la funcién de unos denticulos del tiburén que aparecen
antes de la eclosién. Estos denticulos especializados ayudan en la mecanica de
romper la membrana coridnica facilitando la eclosién, los cuales desaparecen poco

después del nacimiento.

Lutton et al. (2005) describieron que algunas especies presentan uno o dos

ovarios funcionales, mostrando diferencias en la ovulacién y ciclos ovaricos.

En términos generales, se conoce que la glandula oviducal puede funcionar
como un almacenamiento de esperma; Lo Bianco (1909) fue el primero en sugerir esta
condicion, esto citado en el trabajo de Smith et al. (2004) donde se describid la

estructura y funcion a nivel histoldgico de la glandula oviducal.

Wourms (1977) realizé una serie de observaciones en hembras mantenidas en

aislamiento, las cuales fueron capaces de depositar repetidamente y por largos



periodos huevos fertilizados después de un apareamiento inicial, sugiriendo, un

almaceén de esperma viable.

Se ha reportado en diversos acuarios que las rayas hembras del género Raja
ovipositan capsulas ovigeras fertilizadas, posterior de haber sido separadas de los
machos (Bejarano-Alvarez, 2011).

En relacion con la estrategia reproductiva de C. ventriosum, se describi6 la
presencia de esperma almacenado en la zona “terminal” de la glandula oviducal
(Grover, 1970; Bejarano-Alvarez, 2011). La glandula oviducal es un 6rgano
especializado morfofuncional. En especies oviparas como es el caso del tiburén
inflado, este érgano se encarga de formar la envoltura terciaria o cascara dura de la
capsula ovigera, secretar una sustancia gelatinosa la cual envuelve al oocito para su
proteccion y tiene la capacidad de almacenar esperma en algunas zonas (Smith et al.,
2004; Galindez et al., 2010; Moura et al., 2011).

Por otro lado, Feldheim et al. (2016) documentaron el primer caso en cinco
organismos de C. ventriosum nacidos por partenogénesis. Reportaron que la
partenogénesis ha sido documentada en otras especies de elasmobranquios cautivos:
tiburén cabeza de pala Sphyrna tiburo, tiburén puntas negras Carcharhinus limbatus,
tiburén de arrecife de puntas blancas Triaenodon obesus, tiburén cebra Stegostoma.
fasciatum, raya jaspeada Aetobatus narinari y recientemente han informado que el pez
sierra Pristis pectinata, 1o hizo en el medio silvestre (Fields, et al., 2015). Esto es
particularmente importante para especies que se encuentran amenazadas o en peligro

de extincion, generando una alternativa a su existir.



JUSTIFICACION

El conocimiento de la biologia reproductiva de C. ventriosum ha tenido poca
atencion, por tratarse de una especie con importancia comercial menor en la zona de
Bahia Tortugas, B.C.S., México. Por lo que es necesario investigarla desde su base.
En este sentido y debido a que los tiburones presentan caracteristicas reproductivas
particulares, el presente trabajo ampliara y generara informacién cientifica relevante
que permita comprender los procesos reproductivos de dicha especie, los cuales seran
parte fundamental de estudios que busquen proponer medidas regulatorias,

conservacion y manejo sustentable de las poblaciones.

A partir de la combinacion de andlisis macroscépicos e histologicos se consigue
generar informacion precisa sobre C. ventriosum, describiendo a detalle rasgos de la
historia de vida, principalmente caracteristicas de la maduracion sexual, almacén de
esperma, estacionalidad reproductiva e identificacibn de reproductores en la
poblacion. Ademas de ello, el presente estudio, contribuird por vez primera en conocer

la talla media de madurez sexual de esta especie.



OBJETIVOS

Objetivo principal

Describir la biologia reproductiva de Cephaloscyllium ventriosum, a través del estudio
anatémico e histolégico de los 6rganos reproductores de ambos sexos, recolectados
en la zona de Bahia Tortugas, Baja California Sur, México.

Objetivos especificos

1) Describir la composicién de tallas de los organismos capturados por la pesca
comercial en la zona de estudio.

2) Determinar la proporcion de sexos.

3) Determinar la talla media de madurez sexual para machos y hembras.

4) Describir la anatomia macroscopica externa del sistema reproductor en los
dos sexos.

5) Analizar y describir la anatomia microscépica e histologia de los 6rganos
reproductores de ambos sexos.

6) Describir el proceso de espermatogénesis y ovogénesis

7) Localizar y describir el almacenamiento de esperma en machos y hembras.
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MATERIALES Y METODOS

Area de estudio

Bahia Tortugas se ubica en el municipio de Mulegé en la porcién central de la
costa oeste de la Peninsula de Baja California, entre Punta Eugenia al norte y Bahia
Asuncion al sur, en Baja California Sur, México. Coordenadas geograficas 27°41’ y
27°47 de Latitud Norte y 114°39’ y 114°04’ de Longitud Oeste (Figura 2) (Turrubiates-
Morales, 1990; Guzman-Del Préo et al., 1991).

El clima es célido-seco durante el verano y parte del otofio; fresco y humedo
durante el invierno y la primavera. La bahia presenta variacion de temperatura, de
12.7°C en mayo a 19°C en agosto. Las temperaturas mas frias provienen del sureste
en el mes de agosto, mientras que en noviembre se presentan en el noroeste. Los
vientos dominantes son del norte, son los mas fuertes durante el invierno y la primavera
(Turrubiates-Morales, 1990; Guzman-Del Préo et al., 1991)

La temperatura ambiental varia entre los 14°C y 36°C en verano y otofio; y entre
los 10°C y 26°C durante la primavera y el invierno. La costa que circunda a la bahia
presenta fondos conformados en su mayoria por rocas igneas (Turrubiates-Morales,
1990; Hernandez-Rivas et al., 2000).

La costa del Pacifico de Baja California es una zona que se ubica dentro de la
region de la Corriente de California. Los vientos predominantes del noroeste dan lugar
a procesos fisicos como giros y surgencias, por lo que, esta peninsula es una region
natural de alta productividad biolégica la cual puede sostener poblaciones de diversos

organismos (Guzman-Del Préo et al., 1991; Hernandez-Rivas et al., 2000).

La Bahia de Sebastian Vizcaino, cercana a Bahia Tortugas, se le reconoce
como Centro de Actividad Biolégica o BAC. Presenta alta produccion y/o biomasa de
plancton y altos niveles troficos de especies de importancia comercial (Hernandez-
Rivas et al., 2000).
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Figura 2. Area de estudio: Bahia Tortugas, Baja California Sur.

Trabajo de campo

Los ejemplares de C. ventriosum fueron recolectados desde el 2013 a 2016 a
partir de las capturas comerciales de tiburones realizadas en la zona de Bahia
Tortugas, Baja California Sur, México. Los muestreos se realizaron en mayor

proporcion en los meses de marzo-abril, agosto y noviembre.

La captura del tiburén se realiz6 con embarcaciones pequefias llamadas pangas
con dimensiones de alrededor de 23 a 27 pies de eslora con motor de borda de 75 a
115 caballos de fuerza. Esta especie fue capturada por medio de redes de enmalle
con una luz de malla de 10-15 cm (4-6 pulgadas), con extensiones de 700 m a 1 km,
con un ancho de red de un metro a una profundidad de 70 a 110 metros (40 a 60
brazas), las cuales fueron colocadas a una distancia de la costa de entre 5y 7 millas
nauticas. El trabajo de maniobra se efectud por las tardes (entre 12:00 pm a 2:00 pm),
la red de pesca instalada permanecio durante toda la noche. Los pescadores
regresaron a recogerlo por la mafana del dia siguiente, esto se realizo todos los dias

mientras las condiciones climéaticas lo permitieron.
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Los tiburones capturados se desembarcaron e inmediatamente se pesaron y
evisceraron. En cada muestreo se registro la fecha de captura, la localidad, el arte de
pesca Yy la distancia de la costa a la zona. Todos los organismos fueron identificados,

medidos, sexados y se examiné su condicion reproductiva externa.

Una vez identificados, a cada ejemplar se le midi6 la longitud total (Lt) en mm
por medio de una cinta métrica graduada en centimetros, a través una linea recta

natural de la punta de la cabeza hasta la parte terminal de la aleta caudal.

Se identific6 el sexo de los machos por medio de la presencia de gonopterigios
(6rgano copulador) y la longitud total del mismo. Las hembras se identificaron por la

ausencia del gonopterigio.

La madurez sexual en machos se identificd por observacion de la anatomia
externa, de acuerdo con los criterios de Clark & Von Schmidt (1965) y Pratt (1988). El
indicador principal fue el grado de calcificacién de los gonopterigios: calcificado “3”
(madurez), calcificado intermedio “2”, poco calcificado “1” o sin calcificar “0”
(inmaduro). Se comprobo la rotacion de 180° y se confirmé la presencia de semen al
abrirse el rifiodén. Otro criterio utilizado para determinar la madurez fue la observacion
de puntos hematosos en los gonopterigios (indicadores de copula reciente) (Hoyos-
Padilla, 2003).

En el caso de las hembras, la determinacion de su madurez sexual se realizd
por observacién directa a través de la diseccion en la parte ventral del cuerpo, desde
la cloaca hasta el centro de las aletas pectorales. Se observaron los ovarios y la
presencia de oocitos en desarrollo (vitelogénicos). Ademas, la presencia de capsulas
ovigeras dentro del Utero. Asimismo, se revisoé el cuerpo a fin de registrar la presencia
de heridas (marcas de dientes) causadas por la actividad de cortejo en los flancos o

en las aletas pectorales.

En los machos después de registrar los datos de la morfologia externa, se
realizd la incision ventral para la extraccion de los testiculos y los oOrganos
reproductores. Los érganos disectados fueron colocados en bolsas de plastico con

formol al 10% para su fijacion inmediata, a fin de evitar dafios a la muestra y garantizar
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Su conservacion para su revision y analisis en laboratorio, en donde posteriormente se
llevé a cabo un recambio del formol al 10% neutralizado dentro de las primeras 48

horas, con el fin de asegurar la fijacion completa de los 6rganos.

De las hembras se extrajeron: el ovario, las glandulas oviducales y los uteros
(incluidas las cdpsulas ovigeras). En el caso de los machos se extrajeron los testiculos,

epididimos, y conductos deferentes.

Trabajo de laboratorio

En el laboratorio de Morfofisiologia del Centro Interdisciplinario de Ciencias
Marinas (CICIMAR-IPN) las muestras fueron lavadas con agua corriente durante 6 a 8
horas, con la finalidad de eliminar residuos de arena y formol que pudieran dificultar el
trabajo histologico. Todos los 6rganos fueron lavados con abundante agua corriente
hasta eliminar el formol. Posteriormente cada muestra fue revisada y etiquetada,
anotandose los datos de localidad, fecha (de acuerdo con el calendario juliano),
especie y numero de organismo. Finalmente, las muestras fueron colocadas en

recipientes de plastico con alcohol al 70% para su preservacion.

La descripcién morfolégica externa se realizé por observacion, describiendo
caracteristicas como: tamafio, coloracidn, consistencia y aspecto, registrandose
medidas de cada 6rgano en milimetros. En el caso de las hembras, se registro la
longitud total y ancho del ovario, el didmetro del oocito mas grande, el conteo total de
oocitos vitelogénicos, ademas diametro y longitud de las glandulas oviducales. Cuando
fueron encontrados uteros gravidos se registré el namero total de capsulas ovigeras
por Utero, asi como la longitud total y el ancho de estos. En el caso de los machos se
tomaron las medidas del largo y ancho de los testiculos. Todas estas medidas fueron
realizadas con un vernier electronico, y se tomaron fotografias de cada 6rgano como
evidencia general. Antes de proceder a los cortes histologicos se identifico visualmente
el estado de madurez de cada una de las muestras, empleando criterios morfométricos
de acuerdo con Mendizdbal-Oriza (1995). Posteriormente las muestras se
sumergieron nuevamente en su recipiente con alcohol al 70% para su preservacion

hasta el proceso histologico.
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Finalizada la descripcion anatomica externa del sistema reproductor se
obtuvieron submuestras de cada 6rgano para la realizacion de los cortes histolégicos
en el laboratorio de Morfofisiologia del CICIMAR-IPN de las estructuras reproductivas
mencionadas. Se obtuvieron piezas mayores a 1.0 cm de ancho, en consideracion del
tamafo y eje principal del 6rgano seleccionado. Las submuestras fueron colocadas

dentro de bolsas de tul acompafiadas de una etiqueta con su clave de identificacion.

En el caso de los machos, se realizaron cortes en la parte anterior, media y
posterior del testiculo, de los epididimos, debido a su indiferenciacién con los
conductos eferentes y deferentes se realizaron cortes en la parte anterior, media y
posterior para lograr diferenciarlos posteriormente y hacer observaciones del almacén
de esperma (Pratt & Tanaka, 1994). En las hembras se realizaron cortes transversales
y longitudinales en la parte media o posterior (segun la muestra) de la glandula oviducal
para observar el almacén de esperma (Pratt, 1993). Se obtuvo corte del ovario,
oviducto y utero, todos de un 1.0 cm aproximadamente. Posteriormente se sometieron

a la técnica histologica de Humason (1979).

Las submuestras para el estudio histolégico fueron deshidratadas mediante
cambios sucesivos de alcohol etilico en un procesador de tejidos a concentraciones
crecientes (Anexo A), comenzado con alcohol al 70% hasta llegar a alcohol absoluto.
Los tiempos utilizados en cada bafio fueron estandarizados para esta especie, de
acuerdo con el tamafio de la pieza y del liquido deshidratante. Este proceso se llevé a
cabo automaticamente en el Histokinette 2000. Durante este proceso ademas de los
cambios crecientes de alcohol, los tejidos pasan por la fase de aclaracién que consiste
en bafos con sustancias miscibles en parafina (el cloroformo, fue la sustancia utilizada
en este estudio y se mezclé adecuadamente con la parafina) y a su vez transparentar
el tejido, en este caso se empled cloroformo. Se finalizé el procesamiento de tejidos al

obtener la pieza impregnada en un bloque de parafina.

Al tener los bloques de parafina con el tejido debidamente orientado y
etiquetado, se procedio a realizar cortes finos por medio de un micr6tomo rotatorio

electronico marca Microm 355S. Se realizaron cortes de 3 um de grosor y se
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extendieron en agua con gelatina en un bafio de flotacion a temperatura entre 35-40°C.

Los cortes extendidos finalmente se montaron en un portaobjetos.

Previo a la tincion, los portaobjetos con los cortes se colocaron en la estufa a
60°C para secarlos, durante 2 horas 0 mas, esto con el fin de eliminar el exceso de
parafina. Para terminar de eliminar los restos de parafina los portaobjetos con los
cortes de tejido se sumergieron en bafios consecutivos de un solvente de la parafina
(americlear) elimindndose el exceso durante 5 min, y finalmente pasaron por alcohol a
concentraciones decrecientes el cual elimina el disolvente utilizado y prepara el corte
para la tincion. Las laminillas con los cortes permanecen en alcohol al 70% hasta el

momento de la tincidén y se lavan en agua destilada antes de colorearse.

Se aplicaron tinciones, a fin de distinguir los diferentes tejidos y los
componentes celulares indicadores de la estructura topogréfica de los 6rganos y los
tejidos. La técnica de tincion con Hematoxilina-Eosina se aplicé en los testiculos,
epididimos y glandulas oviducales. La técnica de coloracion Tricrémica de Mallory se
aplicé en todos los tejidos tanto para machos como para hembras. La reaccion de
Feulgen se realizé en testiculos, epididimos y glandula oviducal. La reaccion de PAS

solo fue en la glandula oviducal.

La tincion de Hematoxilina-Eosina y Tricromica de Mallory son tinciones
topogréficas generales utilizadas para observar la microestructura por efectos de
contraste de colorantes (componentes del tejido conjuntivo y en general). Las técnicas
restantes, reaccion de Feulgen y PAS se emplearon para el analisis histoquimico. La
reaccion del acido peryddico-Schiff (PAS) es un método para mostrar la presencia de
polisacaridos, particularmente glucégenos, mucinas, mucoproteinas, acido hialurénico
y quitina. La reaccion de Feulgen es utilizada para la identificacion de ADN, evidencia
la cabeza de los espermatozoides de un color magenta y los componentes del
citoplasma y otras substancias en color verde, por ello su aplicacién en testiculos y

glandula oviducal, este ultimo para observar si existe almacén de esperma.

Una vez tefidas se realizd la deshidratacion del corte de la laminilla, que

consistid en pasar por cambios ascendentes de concentracion de alcohol etilico,
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seguido de una mezcla 1:1 de acetona-americlear, acetona, americlear y por ultimo
fueron colocadas en xileno antes del montaje. Cada laminilla se cubrié con un
cubreobjetos, utilizando Cytoseal como medio de montaje definitivo, poco después
cada laminilla se etiqguetdé con los datos correspondientes para su identificacion
posterior y catalogacion con los siguientes datos: 15BT091CVHO018, esta clave
representa: aflo de muestreo, lugar de muestreo, dia juliano, iniciales de la especie,
inicial del sexo del organismo, “M” en caso de ser macho y “H” en caso de ser hembra,
y por ultimo el nimero en orden ascendente asignado al dia de captura (Tabla 1). La
coleccion de laminillas obtenidas fue debidamente catalogada para ser consultada por

los usuarios.

Tabla 1. Clave Juliana utilizada en C. ventriosum.

15 | BT 091 CVv H 018
_ | Lugar de | Dia Iniciales de la Ndmero ordenado al dia
Ano o ) Sexo
muestreo juliano | especie de captura

La observacion de los cortes histolégicos de cada érgano se realizd por medio
de un microscopio 6ptico, a diferentes aumentos, 2.0X, 2.5X, 10X, 20X, 40X y 100X.
Aquellas laminillas en las cuales las estructuras se presentaron en mejores
condiciones, fueron seleccionadas y fotografiadas, mismas que se utilizaron para las

descripciones.

El analisis histologico de cada érgano se llevé a cabo por medio del registro de
indicadores en un formulario que permite identificar estructuras en cada 6rgano. Para
la caracterizacion de las fases de la ovogénesis se us6 de guia la clasificacidon de Diaz-
Andrade et al. (2011):
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Tabla 2. Guia para la caracterizacion de las fases de la ovogénesis en C. ventriosum.

Foliculos

primordiales:

Foliculos formados por células germinales. Estan rodeadas por

una capa simple de células foliculares planas (capa granulosa).

Fase 1 El oocito muestra un nucleo grande. La zona pelldcida muestra
una estructura difusa y discontinua. Se observan células globosas
entre las células foliculares planas.

Foliculos El oocito aumenta de tamafio, estd rodeado por células foliculares

primarios cuboides dispuestas en una capa, con numerosas ceélulas en

Fase 2 forma de globo. La zona pelucida se vuelve una linea homogénea.
La capa tecal comienza a diferenciarse en una teca interna y teca
externa, ambas con células planas.

Foliculos También llamado pre-vitelogénico. A medida que crece el oocito,

en desarrollo

Fase 3

las células foliculares se vuelven cilindricas, a mayor tamafio del
oocito, estas células comienzan a estratificar. La zona peldcida se
vuelve gruesa e irregular. Se comienza a acumular ligeramente
granulos de vitelo. Estos granulos seguiran en crecimiento a

medida que el desarrollo continua.

Foliculos
pre-ovulatorios

Fase 4

Foliculos vitelogénicos. Las células foliculares tienden a regresar
a su disposicion de una capa cilindrica, y la zona pellcida se hace
mas delgada. La teca interior se estratifica y la teca exterior se
vuelve simple. El oocito presenta granulos de vitelo en su maximo

volumen.

Cuerpo luteo

Esta fase es conocida también como foliculos post ovulatorios
una vez liberados los oocitos. Las células foliculares cilindricas
comienzan a degenerar, presenta superficies apicales irregulares.
El tejido conjuntivo se infiltra en esta estructura y las células

foliculares se vuelven cubicas.

Foliculos

atrésicos

Estos foliculos pueden presentarse en cualquier etapa de
maduracién de las hembras. Las células pierden completamente
su estructura y el foliculo atrésico esta infiltrada por el tejido

conjuntivo.
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Para la caracterizacion de las fases de la espermatogénesis se uso la

clasificacion descrita por Parsons & Grier (1992):

Tabla 3. Etapas de espermatogénesis para C. ventriosum.

Etapa l Consiste en espermatogonias primarias ubicadas en la zona
Espermatogonia | germinal del testiculo, acompafiadas de células de Sertoli. Ambas
primaria en desorden, sin organizar y otras en inicio de ser rodeadas por
una membrana basal. Al ser rodeadas por la membrana basal,
pasan a ser espermatogonias secundarias, con un arreglo
caracteristico: las espermatogonias se concentran en la periferia
y las células de Sertoli en el lumen del espermatocisto. Estan en

una fase de proliferacion (mitosis).

Etapa 2 Durante esta etapa las células de Sertoli comienzan a migrar de
Espermatogonia | la posicion del lumen del espermatocisto hacia la periferia junto a
secundaria la membrana basal, encontrandose en transicion. Las

espermatogonias incrementan en nimero y tamafio

Etapa 3 En la etapa 3, se ha completado la migracion de la célula de
Espermatocito | Sertoli dentro del espermatocisto, encontrandose en la periferia
primario de este. Se da inicio a la primera divisibn meiética, pasando la
espermatogonia a ser llamada ahora espermatocito primario.

Estos contienen un ndcleo grande y granular.

Etapa 4 Termina la primera divisibn meidtica de los espermatocitos

Espermatocito | primarios, dando lugar a los espermatocitos secundarios los

secundario cuales presentan nucleos muy pequefios y redondeados.
Etapa 5 Los espermatocitos secundarios presentan la segunda divisién
Espermatida meidtica, justo antes de la espermiogénesis, originando las

espermatidas. Las espermatidas presentan nucleos elipticos,
muestran el inicio de la formacion de flagelos. Las espermatidas

se encuentran en desorden dentro del espermatocisto.

Etapa 6 Presenta espermatozoides inmaduros con flagelo, al término de

la espermiogénesis. La cabeza del espermatozoide se dirige
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Espermatozoide | hacia la membrana basal y la cola se proyecta hacia el lumen.
inmaduro Inicio de agrupacion en manojos hacia la periferia del
espermatocistos. Se conocen como espermatozoides inmaduros
debido a que la enzima acrosina se dispone solo en la region

apical de la vesicula acrosémica.

Etapa 7 Espermatozoides maduros unidos en manojos compactos,
Espermatozoide | formandose paquetes de esperma en el espermatocisto. Se
maduro conoce como espermatozoides maduros debido a que la acrosina

se extiende a lo largo de toda la vesicula acrosémica.

En la descripcién de la glandula oviducal se utilizo la terminologia empleada por
Hamlett (2005).

Analisis estadisticos

Se determind la proporcion de sexos de los organismos capturados, dividiendo
el nimero total de hembras entre el numero total de machos y aplicando la prueba
estadistica Chi-cuadrada (X?) para saber si existian diferencias significativas,
observando si se cumplia el criterio de 1:1, siendo esto cuando nuestro valor calculado
de X? era menor a nuestro valor de tablas (X?= 3.841, gl=1,0.05) aceptando la hipétesis

nula.

Para observar si existia relacién entre la longitud del testiculo y la talla de los
machos, asi como relacién entre la longitud del gonopterigio y la talla de algunos
organismos machos, fue necesario aplicar la prueba estadistica de regresion lineal. En
hembras se utilizé la misma prueba estadistica para observar la relacién entre la
longitud de la glandula oviducal y la talla, ademas se aplicé la prueba estadistica t de
Student para observar si existian diferencias significativas entre las tallas de hembras

con respecto a las tallas de los machos.

La talla media de madurez sexual en hembras y machos se considerd cuando
el 50% de los individuos en las muestras se encontraron sexualmente maduros (Pratt

& Otake, 1990). Para ello se ajust6 a la ecuacién logistica solo a organismos maduros,
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y asi obtener la proporcion de primera madurez con respecto a su talla (Mollet et al.

2000), siendo la ecuacion:
Pm=1/[1+Exp (b+a*Lt)]

Donde: Pm= Proporcién sexual de organismos maduros (variable binomial que asume
organismos inmaduros como 0 y organismos maduros como 1); a= constante de la
ecuacion que determina el punto de origen de la curva; b= constante de la ecuacion

que determina la inclinacion de la curva y Lt= Longitud total del organismo.
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RESULTADOS

Del tiburdn inflado se obtuvieron un total de 95 gonadas procedentes de los
campos pesqueros de Bahia Tortugas, en Baja California Sur, de los cuales 68 fueron

hembras y 27 machos.

La estructura de tallas de la captura se realiz6 mediante histogramas de
frecuencia de aparicion para cada sexo (total, mensual y por estadio de madurez
sexual), agrupando los datos en intervalos de 4 cm. La estructura de tallas de los 95
organismos capturados fue de los 59 a 94 cm de longitud total (Lt) (Figura 3). Las hembras
fueron las que alcanzaron la mayor longitud respecto a los machos, encontrando
diferencias significativas en la talla de captura de ambos sexos (p<0.05). Se observo una
mayor frecuencia de aparicion de organismos de tallas entre los 73 hasta los 87 cm de Lt.
La talla media de los organismos capturados fue de 79.42 cm de Lt.
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Figura 3. Composicion de tallas (Lt en cm) para machos y hembras de C. ventriosum

en Bahia Tortugas, B.C.S.
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Composicion de tallas por sexo y estadio de madurez

Se registraron organismos maduros desde los 76 cm de Lt, para ambos sexos. A
su vez se realizO la composicién por estadios de madurez durante los meses
muestreados, con la finalidad de ademas de conocer el nimero de organismos maduros

durante todos estos meses, determinar la totalidad de los estadios determinados.

Se realizd la composicion de tallas por estadio de madurez para 68 hembras
registradas, las cuales presentaron mayor amplitud, de los 59 a los 94 cm de Lt, con una
media de 81.17 cm (Figura 4).

12 - E inmadurez
Hembras en desarrollo
S 10 - = pre-madurez
2 g - B madurez
S E prefez
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59 ‘ 62.5‘ 66 ‘ 69.5‘ 73 ‘ 76.5‘ 80 ‘ 83.5‘ 87 ‘ 90.5‘ 94 ‘

Longitud total (cm)

Figura 4. Composicion de tallas (Lt en cm) por estadio de madurez en hembras de

tiburdn inflado.

Para el caso de los machos se usé el registro de 27 organismos, los cuales
presentaron tallas que van desde los 59 hasta los 87 cm de Lt, con una media de 75.01
cm de longitud total (Figura 5).
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Figura 5. Composicién de tallas (Lt en cm) de los machos del tiburén inflado por estadio

de madurez sexual.

La longitud total de los organismos relacionada con la longitud de los érganos
reproductores mostro una relacién positiva, solamente en las hembras. Se registré una
relacion entre el ancho de la glandula oviducal con respecto a la longitud total del
organismo, ya que a medida que el organismo fue méas grande, la glandula oviducal
aumenté su tamafio (Figura 6), indica que se trata de un Grgano con crecimiento

gradual.

En el caso de los machos no se observd una relacion entre el largo de los
gonopterigios (Figura 7) y el largo de los testiculos (Figura 8) con respecto a la longitud
total de los organismos, debido al bajo nimero de muestras obtenidas; sin embargo,
se sugiere que, existe relacion, con base en lo observado macroscépicamente, ya que
se observo que los érganos mantuvieron un crecimiento gradual con relacion al estadio

de madurez en que se encuentra.

Los 6rganos pareados como testiculos y glandulas oviducales no mostraron
diferencias significativas entre ellos (p<0.05), es decir el 6rgano derecho no difiere al
organo izquierdo en alto y ancho. En este sentido, se puedo analizar en cualquiera de

los dos lados obtenidos al momento del muestreo.

24



Oviducal
(mm)
w NN ol (@]
o o o o

N
o
1

Ancho de la Glandula

[ERN
o
1

o

650 700 750 800 850 900 950 1000
Longitud total (mm)

Figura 6. Regresion lineal entre la longitud total de C. ventriosum con el ancho de la
glandula oviducal.

100 -
90 - r?=0.233

80 - u
70 -
60 -
50 -

40 - ¢
30 - ¢ inmaduros

20 - 14 M pre maduro
10 - maduros

0

Longitud del gonopterigio
(mm)

500 600 700 800 900
Longitud total (mm)

Figura 7. Regresion lineal entre la longitud total de C. ventriosum con la longitud del

gonopterigio.
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Figura 8. Regresion lineal entre la longitud total de C. ventriosum con la longitud del
testiculo.

Distribucion temporal del tiburén inflado

El histograma de frecuencia por temporadas de muestreos presenta registros
durante los meses de agosto 2013, marzo a abril de 2014, agosto y noviembre 2014,

marzo y agosto 2015 y noviembre 2016.

Se observaron dos picos de apariciébn en hembras, en marzo y agosto; mientras
que para los machos su mayor frecuencia de aparicion fue en marzo y después se

registré una disminucion en los siguientes meses de muestreo (Figura 9).
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Figura 9. Distribucion temporal de machos y hembras del tibur6én C. ventriosum.

En hembras la distribucion temporal de los diferentes estadios de madurez sexual
estuvo representado por organismos inmaduros, en desarrollo, pre-maduro, maduro y
prefiadas. Encontrandose todos los estadios de desarrollo en todos los meses de
muestreo, se observaron dos picos con hembras maduras en marzo y agosto, asi como
hembras con cépsulas ovigeras en marzo y abril. Se observé que de abril a agosto se
presentd una disminucion de hembras con cépsulas ovigeras, aumentando para el mes

de agosto las hembras maduras, sin presencia de capsulas ovigeras.

Las hembras en desarrollo mostraron picos en marzo y agosto; mientras que los
organismos pre-maduros solo mantuvieron un pico notable en marzo. Se hizo evidente,
gue todos los estadios de madurez sexual establecidos, ya sea en mayor o menor
frecuencia estuvieron presentes en todos los meses de muestreo (Figura 10). Se observo
gue a partir del mes de abril los estadios, inmaduro, en desarrollo y pre-maduro mostraron

una misma frecuencia de aparicion.
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Figura 10. Distribucion temporal de los estadios de madurez sexual de hembras del

tiburdn inflado.

En machos la distribucion de los diferentes estadios de madurez estuvo mejor
representada por organismos inmaduros, pre-maduros y maduros, estos ultimos en mayor
frecuencia de aparicion, con un pico en el mes de marzo, seguido de una disminucién en
los siguientes meses de muestreo. Los individuos pre-maduros mantuvieron dos picos en
marzo y abril, reapareciendo hasta el mes de noviembre. Los organismos inmaduros, solo

estuvieron presentes en los meses de marzo y agosto (Figura 11).
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Figura 11. Distribucion temporal de los estadios de madurez sexual de machos del

tiburén C. ventriosum.

Proporcion de sexos

Durante todo el muestreo, los organismos capturados presentaron una proporcion
sexual de 2.52:1 (H:M), mostrando diferencias estadisticas significativas (X?=17.69,
p<0.05) (Figura 12) por medio del andlisis de X? (Chi-cuadrada). Observando que las

hembras fueron mas abundantes que los machos en todos los meses de muestreo.
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Figura 12. Proporcion sexual del tiburén C. ventriosum.

Talla media de madurez sexual (Lso)

La talla de media madurez sexual, donde se considera el 50% de los
organismos sexualmente maduros o reclutados a la reproduccion, se obtuvieron por
medio de la ecuacion logistica. Los indicadores morfométricos e histolégicos que se
consideraron en el caso de las hembras, fue el tamafio de los oocitos, tamafio de la
glandula oviducal y presencia de capsulas ovigeras. Para machos solo se emplearon

datos morfométricos del grado de calcificacion del gonopterigio.

Se obtuvo una talla media de madurez sexual para hembras de 78.38 cm de Lt,
y para machos la talla media de madurez sexual fue de 74.24 cm de Lt (Figura 13),

ambos con intervalo de confianza de 95%.
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Figura 13. Talla media de madurez sexual (Lso%) en hembras y machos del tiburén

Cephaloscyllium ventriosum en Bahia tortugas, B.C.S.

DESCRIPCION MACROSCOPICA DEL SISTEMA REPRODUCTOR DE LAS
HEMBRAS

Ovario

El aparato reproductor de las hembras de C. ventriosum consta de un ovario
funcional y otro vestigial. El ovario funcional esta acompafiado del érgano epigonal,
ambos estan recubiertos por una membrana mesotelial que los sostiene y protege.
Presenta dos glandulas oviducales, encargadas de formar la capsula ovigera y
almacenar esperma, asi como un par de uteros funcionales. La forma y tamafio del
ovario varia en relacién con su estado de maduracién, algunos ovarios presentan
oocitos mas desarrollados con abundante vitelo (vitelogénicos), en tanto otros ovarios
presentan oocitos en maduracion poco granulados y de superficie mas lisa. Asimismo,
la forma y tamafo de la glandula oviducal esta en relacion directa con el estadio de

maduracion.
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Mediante el analisis macroscopico del aparato reproductor femenino de C.
ventriosum se establecieron diferentes escalas de estadios de desarrollo,
distinguiéndose claramente cinco estadios: inmadurez, en desarrollo, pre-madurez,
madurez y prefiez, todos estos estadios caracterizados por los indicadores
morfolégicos como tamafo, presencia y modificaciones en las estructuras celulares de
los oocitos, como son: la presencia de vitelo en el citoplasma, grosor de la zona

pellcida, cambios en la capa granulosa, teca interna y teca externa.

Estadio de inmadurez

Las hembras clasificadas como inmaduras presentaron ovarios de tamafio
pequefio (50-59 mm de largo con 16-30 mm de ancho), lisos e incoloros. No se
apreciaron granulaciones de oocitos en desarrollo. Se distinguieron conductos finos y
cortos (ostium) que conectan al ovario con las glandulas oviducales, estas Ultimas
presentaron dimensiones de 20-30 mm de ancho y un largo de 25-35 mm, su forma es
ovalada o periforme, son flacidas e incoloras, se conectan en su parte posterior con
oviductos y uteros. Los oviductos posteriores son conductos delgados y rectos, de
consistencia flacida, sin diferencias macroscoépicas claras con el Gtero. Los dos
cuernos uterinos son de consistencia flacida, con forma tubular, dimensiones desde
13 mm a los 27 mm de largo, estos conductos aumentan de grosor conforme avanza
el desarrollo y son los encargados de recibir la formacion final de las capsulas ovigeras
(Figura 14).

32



Glandula oviducal Ovario

Oviducto

Figura 14. Aparato reproductor de una hembra inmadura de C. ventriosum.

En desarrollo inicial

Los ovarios presentaron foliculos en desarrollo (ovario de aspecto granulado y
de consistencia flacida) con un color amarillento o rosado palido, el tamafio varié,
desde los 55 mm a los 60 mm de largo y de los 20-30 mm de ancho. Las glandulas
oviducales aumentaron de tamafio, tienen forma de pera (piriforme), miden de 25 a 45
mm de largo y ancho a partir de los 20 mm hasta 26 mm. Los dos cuernos del Utero

miden cada uno entre 38 y 76 mm de largo (Figura 15).
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Ovario
Glandula oviducal

Figura 15. Anatomia interna del aparato reproductor de hembra de C. ventriosum en

desarrollo sexual.

Estadio de pre-madurez

En este estadio de desarrollo se apreciaron pequefios foliculos amarillentos en
el ovario, de tamafio <5mm. El tamafio del ovario varié, mostrando una media de 92.39
mm. La coloracién de la gonada se torna en rosa palido (Figura 16). La glandula
oviducal comienza a tomar forma acorazonada, es mas ancha que larga, el largo varia
de 30 a 40 mm y de 20 a 36 mm de ancho. El oviducto y el Utero se diferencian por su

diametro, el Gtero es més robusto y ancho (£ 8 mm).
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Figura 16. Aparato reproductor de hembra pre-madura de C. ventriosum.

Estadio de madurez

El ovario maduro presentd oocitos vitelogénicos en diferentes grados de
desarrollo con coloraciones amarillentas o naranjas. Se observo el inicio de oocitos <5
mm, hasta 26 mm maximo de diametro mayor, donde la media es 23.94 mm del oocito
mas grande en diametro. Este tipo de oocito por lo general ocupa la parte media del
ovario, en la periferia, orientado hacia las glandulas oviducales, sugiere el siguiente en
ser ovulado. El tamafio del ovario vario de los 77.44 mm a 118.22 mm, con media de
93.96 mm. Posee una fecundidad ovarica de 13 * 3 oocitos. Estas hembras no
presentaron capsulas ovigeras en los uteros. La glandula oviducal presento forma de
corazoén, su tamafio llego al maximo con minimas variaciones de largo se observo a
partir de 38 a 44 mm, con una media de 42.16 y de ancho las medidas fueron desde
los 37 a 41 mm, obteniendo como media 39.54 mm. El Gtero se diferencié claramente

del oviducto por su grosor mayor y el largo varia de los 81 a 94 mm (Figura 17).
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Figura 17. Aparato reproductor de una hembra madura de C. ventriosum, oocitos en

diferente grado de desarrollo.

Estadio de prefiez

La caracteristica principal de las hembras prefiadas fue la presencia de
capsulas ovigeras en el interior del Gtero, el cual se encuentra distendido y es mas
voluminoso. En general, se observd una capsula ovigera por cada cuerno del Utero
(Figura 18), en raras ocasiones se encontraron dos capsulas ovigeras por utero al
mismo tiempo de desarrollo (Figura 19). El tamafio de las cdpsulas ovigeras vario, la
media del largo fue de 89.20 mm; y la media del ancho de 44.33 mm. En presencia de
dos capsulas ovigeras por Utero el tamafio de estas capsulas disminuye de 3 a 4 mm
de largo. El ovario y la glandula oviducal conservaron su morfologia macroscoépica y
fueron comparables en el estadio de madurez ya que presentaron oocitos en diferentes

grados de desarrollo y la glandula oviducal con forma de corazon.
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Figura 18. Aparato reproductor de C. ventriosum, hembra embarazada con una

capsula ovigera en cada cuerno del ttero.
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Glandula oviducal .
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Figura 19. Aparato reproductor de una hembra prefiada de C. ventriosum en presencia

de dos capsulas ovigeras en cada cuerno de utero.

Glandula Oviducal
La glandula oviducal es una estructura pareada que en esta especie tiene como
principal funcion la formacion de las capsulas ovigeras, ademéas de almacenamiento

de esperma.

La morfologia macroscoépica de la glandula oviducal del tiburén inflado consiste
en una estructura fibrosa (de fibras musculares lisas) acomparfada de tejido conjuntivo,
es aplanada dorsoventralmente en forma de corazén y aumenta de tamafio conforme
avanza el desarrollo de madurez (Figura 20), presenta una coloracion rosada palida.
En hembras maduras miden en promedio a lo largo de 42.16 mm y de anchura media
39.54 mm. Ambas glandulas oviducales por su parte anterior se conectan con el ovario,

contiguamente en su parte posterior se conectan con los oviductos y uteros.

En la parte posterior de la glandula oviducal se observd la presencia de

tendrilios largos (estructuras filamentosas que permiten que la capsula ovigera se
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sujete del sustrato), anclados en las curvaturas de la capsula ovigera que es donde

nace su formacion, encontrandose estas capsulas hasta el Gtero.

Glandula

oviducal

Utero

Figura 20. Morfologia externa de la glandula oviducal de una hembra madura de
tiburdn inflado.

Céapsulas Ovigeras

C. ventriosum presenté una capsula ovigera en cada Utero; se encuentran
totalmente formados, cerrados en sus extremos y con el évulo en su interior. Las
capsulas ovigeras son de color verde claro a obscuro, son translucidas, permiten ver
el contenido en su interior. Presentan curvaturas y ornamentaciones en los dos
extremos, estas ornamentaciones son llamadas tendrilios, visibles como hilillos largos
en espiral, ayudan a sujetar la capsula ovigera al sustrato durante la ovoposicion vy el
desarrollo embrionario. Estos tendrilios surgen de una invaginacion en los extremos
de la capsula ovigera, dando forma a unas curvaturas en la cidpsula ovigera anterior y

posterior.

La capsula ovigera mide en longitud de 77 a 95 mm, con una media general de
89.19 mm, sin incluir la ornamentacion, y de ancho 42 a 50 mm, la zona de mayor

grosor en promedio mide 44.33 mm (Figura 21).
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Se observaron cinco hembras con dos capsulas ovigeras por Utero,
encontrando diferencias solo de £ 3 mm de longitud y £ 2 mm de ancho. En general

las hembras prefiadas midieron de los 79.2 a los 88 cm de longitud total.

Se registraron capsulas ovigeras en 21 hembras, durante todo el periodo de
estudio, lo cual indica que C. ventriosum tiende a depositar capsulas ovigeras durante
todo el afio, teniendo un pico de oviposicion en el mes de marzo. Las hembras con
capsulas ovigeras, coincidieron con un alto nimero oocitos en el ovario, entre 10 a 20

oocitos de mayor didmetro que el resto de oocitos.

Todas las capsulas ovigeras mostraron en su interior el saco vitelino con el
desarrollo embrionario, ninguna estuvo vacia. No se observaron inicios de desarrollo
embrionario en las cdpsulas (debido a que los primeros signos de vida visibles al ojo

humano suceden dias después de la oviposicion), si se observo claramente el saco

vitelino.
Cépsulas
Ovigeras
Tendrilios
Tendrilios

Figura 21. Capsulas ovigeras del tiburon inflado C. ventriosum. En el interior del

recuadro se muestra el saco vitelino.
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DESCRIPCION ANATOMICA E HISTOLOGICA DE LA OVOGENESIS

En el ovario de cada hembra analizada, la ovogénesis se identific6 por medio
de las caracteristicas particulares de los diferentes estadios durante el crecimiento de
los oocitos. Se encontraron foliculos primordiales, foliculos pre-ovulatorios, a partir del
desarrollo sexual pre-maduro (Figura 22), en hembras sexualmente inmaduras solo se
observaron foliculos primordiales, foliculos primarios y foliculos en desarrollo, ademas
el érgano epigonal estuvo ampliamente desarrollado (Figura 23), cuando la ovogénesis

avanzo, el tamafio y la representacion del 6rgano epigonal disminuyo.
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Figura 22. Ovario de C. ventriosum de una hembra pre-madura, midié 78.6 cm de
longitud total. (Aumento: 2.0X, Tincién Tricromica de Mallory; FPr= foliculo primordial,
FPm= foliculo primario, FD= foliculo en desarrollo, FPo= foliculo pre-ovulatorio, OE=

organo epigonal, At= atresia).
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Figura 23. Ovario de una hembra inmadura de tiburén C. ventriosum de 71.6 cm de
longitud total. (Aumento: 2.0X, Tincion Tricromica de Mallory; FPr= foliculo primordial,
FPm= foliculo primario, FD= foliculo en desarrollo, OV= oocito, OE= érgano epigonal).
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La ovogénesis se analiz6é por medio de cortes histologicos, en este caso a 3 um.
En total se identificaron cuatro fases de la ovogénesis, las cuales a continuacion se

enlistan:
Foliculos primordiales (fase 1)

La oogonias estan rodeadas por el epitelio plano simple, de igual forma rodean
al oocito, en el cual se distingue el inicio de la formacion de la capa granulosa y estan
poco visibles algunas células de la teca interna. El foliculo primordial muestra el inicio
de la formacion de la zona pellcida. Esta zona no ha terminado de formarse en su
totalidad, se observa como una estructura difusa y discontinua. Dependiendo el
alcance del corte histolégico se puede observar un nucleo grande (54.58 pm). Los

foliculos primordiales mas avanzados presentan en su periferia entre las células

foliculares simples planas células en forma de globo (Figura 24).

Figura 24. Foliculos primordiales en hembra pre-madura de 75 cm de longitud total. A)
Se observan dos foliculos primordiales en la parte superior izquierda y dos foliculos en
la parte inferior, B) foliculos primordiales con zona pellcida difusa y células globosas
entre el foliculo; (Aumento: A) 10X, B) 40X, Tincion Tricrémica de Mallory; FPr= foliculo

44



primordial, FPm= foliculo primario, cg= células globosas, EpG= epitelio germinal, Zp=

zona pelucida.

Foliculos primarios (fase 2)

En esta fase las células de la capa granulosa se han transformado en células
epiteliales cubicas simples. La zona pelucida se hace homogénea presentandose con
un espesor desde 3.02 um hasta 11.42 yum, con una media de 5.43 um, rodea por
completo el oocito. A partir de que la zona pellcida envuelve al oocito, el crecimiento
en nimero y tamafio de la capa granulosa es evidente, el epitelio plano simple pasa a
ser epitelio simple cubico. El foliculo aumenta de diametro hasta >812.92 um, el
citoplasma del oocito muestra pequefias granulaciones iniciales, como inclusiones

lipidicas y granulos de vitelos (Figura 25).

Figura 25. Foliculo primario en hembra en desarrollo de 73.3 cm de longitud total.
(Aumento: A) 10X, B) 40X, la zona pelicida es homogénea y su grosor aumenta al
igual que la capa granulosa conforme avanza el desarrollo; Tincién Tricromica de

Mallory; FPm= foliculo primario, CG= Capa granulosa, Zp= zona pellcida)

Foliculos en desarrollo (fase 3)

Esta fase caracteriza el inicio de la vitelogénesis. Esta incorporacion requiere
espacios amplios por lo que el epitelio pasa de epitelio simple cubico a epitelio
cilindrico pseudoestratificado, ademas la zona peldcida alcanza un maximo grosor,
hasta >34.34 um, con media de 22.34 um, muestra aspecto heterogéneo por los
puentes intercelulares que la atraviesan. En el citoplasma se observa la acumulacion
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de granulos de lipidos y vitelo. Estos granulos seguiran en aumento de tamafio durante

el desarrollo folicular (Figura 26).

Figura 26. Foliculo en desarrollo de hembra pre-madura de 77 cm de longitud total.
(Aumento: A) 10X, B) 40X, la zona pellcida en su maximo grosor, se observan las
gotas lipidicas y algunos inicios de los granulos de vitelo, la capa granulosa comienza
a estratificarse, C) 40X, la capa granulosa aln permanece simple cubico; Tincién
Tricrémica de Mallory; FD= foliculo en desarrollo, Zp= zona pellcida, Gv= granulos de

vitelo, CG= capa granulosa, Te= células de la teca).
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Foliculo pre-ovulatorio (fase 4)

El crecimiento del foliculo incrementa por la continua acumulacién de vitelo
hasta alcanzar el diametro méximo de 26 mm en el oocito més grande. El citoplasma
presenta los granulos de vitelo con formas esféricas ovaladas. La zona pellcida se
adelgaza, debido a la acumulacion de vitelo en abundancia. La capa granulosa tiende
a ensancharse, continua con epitelio pseudoestratificado. Las células de la teca interna
se estratifican. Se observa la gran diferencia en tamafio entre foliculo pre-ovulatorio y
foliculos primarios y foliculos en desarrollo, cada uno presentando sus caracteristicas

particulares (Figura 27).

Figura 27. Foliculo pre-ovulatorio de hembra pre-madura de 78.6 cm de longitud total.
(Aumento: A) 2.5X, B) 40X; A) se observa la diferencia de tamafio entre un foliculo
pre-ovulatorio y foliculos primarios y en desarrollo, B) acumulacion de vitelo, la zona
pellcida es delgada y la capa granulosa pseudoestratificada. Tincion Tricromica de
Mallory; FPo= Foliculo pre-ovulatorio, FD= foliculo en desarrollo, FPm= Foliculo
primario, Zp= zona pelulcida, Vt= granulos de vitelo, CG= capa granulosa, Te= células

de la teca).

DESCRIPCION MICROSCOPICA DE LA GLANDULA OVIDUCAL

Histoldégicamente la glandula oviducal de C. ventriosum presenta cuatro zonas
distintas morfofuncionales, tanto en glandulas maduras (Figura 28) como glandulas
inmaduras (Figura 29), en sentido antero posterior se identificaron: la zona “club”, la
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zona “papillary”, la zona “baffle” y la zona “terminal”’. Todas las zonas estan formadas
por un parénquima glandular constituido por tejido epitelial, estructurando un sistema

de conductos excretores con acinos o adendémeros de forma tubular.

Presentan adendmeros exocrinos (acinos), encargados de producir las
secreciones caracteristicas de la glandula. Estos acinos se observan de forma
redondeada o alargada dependiendo el plano de corte en el 6rgano, presentan células
ciliadas. El area cercana al lumen de la glandula oviducal, mostré laminillas
particulares para cada zona, con diferencia en forma y tamafo, todas muestran
epitelios cilindricos ciliados y los acinos acompafiantes se encuentran esparcidos,

dejan al descubierto tejido conjuntivo pegado a las laminillas y lumen.

En la parte central de la glandula se observd el lumen, a través del cual se
transporta el oocito, donde es encapsulado formandosele la cubierta dura hasta

obtenerse la capsula ovigera completa.

La zona club y la zona papillary ocupan la region anterior contigua a la
desembocadura del oviducto. Esta region glandular, presentd mayor afinidad tintorial
por la hematoxilina en comparacién con las otras dos zonas, coloreandose de tonos

magenta con tincion de PAS.

La zona baffle presenté el mayor nimero de laminillas de la glandula, forma la
cascara dura que envuelve al oocito, reaccioné a la tincién de PAS+ y Mallory. En este
estudio C. ventriosum se evidencio la presencia de esperma almacenado a partir de la
zona baffle. La zona terminal también mostr6 almacenamiento de esperma, demostrd
reaccion positiva a la tinciébn de PAS+, ademas se observé disminucién en la cantidad
de acinos al acercarse al lumen, destacandose una mayor ocupacion por tejido

conjuntivo (Figura 28).

En la glandula oviducal de las hembras inmaduras se presentaron las cuatro
zonas, la diferencia fue la proporcion menor de los acinos, que ocuparon la estructura
de la glandula oviducal, observandose solo tejido conjuntivo en los alrededores de las

laminillas hasta la periferia en la zona terminal con crecimiento de algunos acinos de
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la parte interior hacia el exterior (Figura 29). Esta zona fue la mas extensa tanto en

hembras maduras como inmaduras.

En la Tabla 4 se muestran las medidas aproximadas en milimetros, que
comprende cada una de las zonas de manera vertical de anterior a posterior, asi como
las medidas de las laminillas de cada zona, cuando se observabaron completas. Se
detect6 que la zona club y la zona papillary aumentaron de tamafio a medida que crece
y madura la glandula oviducal, por otro lado, la zona baffle conservé dimensiones
similares si se trata de una glandula madura o inmadura, la zona terminal mostré una
mayor dimension al ser una glandula inmadura o en desarrollo, ocupando hasta >15
mm, acompafiado de tejido conjuntivo, mientras en glandulas que comienzan a
madurar o entrar en actividad reproductiva, esta zona se reduce a <14.26 mm,
mostrando mayor presencia de acinos que de tejido conjuntivo. La glandula oviducal
al comenzar la madurez sexual se vuelve mas ancha que larga, reduciendo asi la

ultima zona, la cual se continua con el oviducto.

Tabla 4. Medidas de cada zona de la glandula oviducal en vista vertical. Medidas en

milimetros. (Lm= laminillas).

Zonaclub Zona papillary Zona baffle Zonaterminal
Estadio Dimension Dimension Dimension Dimension
P Lm P Lm p Lm p Lm
de area de area de area de area
Prefiez 3.58 0.311 4.44 - 6.73 0.477 11.78 0.713
Prefiez - - 2.860 0.238 6.79 1.578 13.78 1.714
Prefnez 3.14 - 3.82 - 8.66 1.420 14.10 -
Prefiez 2.95 - 4.31 - 5.98 1.03 12.21 -
Madura 4.61 - 5.16 - 7.69 0.880 16.09 -
Madura 3.74 - 4.35 - 7 1.43 14.26 -
Pre- ; - 1482 | 1.166 5.84 1.276 |  11.62 ;
madurez
Pre- 1.676 | 0.280 1.498 | 0.180| 4.340 |1.033 8.56 -
madurez
pre- 3.02 ; 3.56 ; 6.58 1.05 9.42 ;
madurez
En 1.324 0.158 1.511 0.245 5.52 0.646 18.57 -
desarrollo
En 2.279 0.238 2.484 0.246 5.88 0.775 17 -
desarrollo
Inmadurez 1.778 0.146 1.576 0.139 6.19 0.364 15.39 -
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Figura 28. Glandula oviducal de hembra madura de Cephaloscyllium ventriosum.
Cuatro zonas morfofuncionales con reaccién positiva a PAS. Zona club y papillary con
mayor afinidad al reactivo de Schiff. Zona terminal con acinos tubulares cercanos al
lumen y tejido conjuntivo visible. El circulo rojo marca el area donde se observo
principalmente esperma almacenado; (Aumento: 2.0X; Reaccion de PAS).
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Figura 29. Glandula oviducal de hembra inmadura de C. ventriosum. Cuatro zonas

morfofuncionales con reaccién positiva a PAS. Zona club y papillary muestran
coloracion mas intensa. Zona terminal presenta mayor ocupacion de tejido conjuntivo
observando el desarrollo de los acinos, los cuales estan en proliferacion; (Aumento:
2.0X; Reaccion de PAS).
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Descripcidn de las cuatro zonas de la glandula oviducal.

Zona club

De la parte anterior a posterior en un corte longitudinal se ubica primero la zona
club. Esta zona es corta y cuenta con laminillas (6 a 9) que son delgadas en su base
y se expanden en el apice mostrando una ligera curvatura. El epitelio de revestimiento
de las laminillas es simple o pseudoestratificado cilindrico ciliado acompafiado de
células caliciformes, teniendo variaciones a lo largo de la zona, solo en el nucleo de

las células, observandose pequefios o grandes, redondeados u ovalados.

Esta zona presenta mayor coloracion positiva en todas las tinciones utilizadas
(H-E, Mallory o PAS), la glandula acinosa compuesta, contiene acinos secretores con
células de nucleos basales y otro tipo de células ciliadas piriformes (de apoyo) con
nacleo cercano al lumen. Los acinos son redondeados en la periferia y se alargan al
acercarse al lumen de la glandula, el lumen es pequefio ciliado. Existe fuerte secrecion
de mucosas (PAS+), debido a que en esta zona se forma una proteccion que rodea y

esta en contacto con el oocito (Figura 30).
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Figura 30. Zona club de la glandula oviducal de hembra madura de C. ventriosum. A)

aumento 2.5X, laminillas determinadas de la zona club, rodeadas por acinos
alargados; B) aumento: 10X, se localizan las células caliciformes; C) aumento: 40X,
laminilla de la zona club, epitelio simple cilindrico ciliado; D) aumento: 40X, Acinos con
ndcleo basales y lumen ciliado; tincién H-E. (Ac= acino, Cc= célula ciliada, Cf= célula
caliciforme, EpCc= epitelio cilindrico ciliado, L= lumen, Lm= laminillas).

Zona papillary

Esta zona se distingue por laminillas en forma de conos pequefios en corte
longitudinal. El epitelio de revestimiento continta simple cilindrico ciliado. Presenta
acinos secretores con coloracion positiva a PAS. Se observan acinos con células

ciliadas con nucleos basales y células piriformes con nicleos cercanos al lumen. Al
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terminar la zona papillary se tiene una franja de transicion entre esta zona y la zona
baffle, tiiéndose de un tono diferente entre las dos. La apariencia morfolégica de los
acinos es comparable a los de zona club (acinos ciliados secretores de mucosa y

células piriformes cercanas al lumen), la diferencia entre estas zonas esta dada por

las laminillas y la franja mucosa de transicion al terminar esta zona (Figura 31).

Figura 31. Zona papillary de la glandula oviducal de hembra madura de C. ventriosum.
A) aumento 2.5X, laminillas en forma de conos pequefios determinados de la zona
club, tinciébn PAS; B) aumento: 10X, acercamiento de las laminillas en forma de cono,
cuentan con epitelio cilindrico ciliado, reaccion PAS; C) aumento: 40X, acinos de
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transicion entre la zona papillary y la zona baffle, tincion Mallory; (AcC= acino ciliado,

L= lumen, Lm= laminillas, T= transicion, Ac= acino, ZB=zona baffle).

Zona baffle

La zona baffle presenta el mayor nimero de laminillas; se caracteriza por sus
laminillas largas intercaladas por laminillas mas cortas en ambos lados, las cuales se
conocen con nombre “spinnerets”. Las laminillas son angostas en la base, se
ensanchan en todo el largo hasta llegar al apice el cual tiene terminacion aplanada. El
epitelio de revestimiento en ambas laminillas es cilindrico ciliado, se presenta en todo
lo largo de la zona baffle. El nUmero de laminillas largas varia de 38 a 46 segun el
tamafio de la glandula. Los acinos presentan de igual forma dos tipos de células:
células de soporte ciliadas con ndcleos hacia el lumen y células secretoras apicales

con nucleos basales.

La reaccioén a las tinciones resulté positiva en menor medida que en las dos
zonas anteriores, aunque si hay reaccion. Esta zona es la encargada de producir la
capsula dura o tercer capa, por lo que cada laminilla que se le ha secretado el material
va generando laminas de la capsula dura, termina en una capsula multilaminada. Los

cilios facilitan el desplazamiento del oocito hacia dentro de la capsula producida.

La tincién de Mallory puso en evidencia claramente granulos de vitelo los cuales
se ubican en el lumen de la zona baffle en glandula oviducal madura, este oocito sera
encapsulado posteriormente; se encuentran secreciones en los acinos y laminillas con
reaccion positivas a PAS y Mallory, los acinos mas proximos al lumen mostraron un

acomodo mas separado entre ellos.

Se observaron espermatozoides en la zona baffle de la glandula oviducal, con
enfasis y en mayor frecuencia casi al terminar la zona, se detectaron desde la periferia

hasta el lumen, dentro de los acinos ciliados (Figura 32).
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Figura 32. Zona baffle de la glandula oviducal de hembra madura de C. ventriosum. A)
aumento 2.5X, laminillas largas y spinnerets con epitelio simple cilindrico ciliado,
tincion H-E; B) aumento: 10X, acercamiento de las laminillas largas con epitelio
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cilindrico ciliado, reaccion PAS+; C) aumento: 10X, observacion de los spinnerets
(laminillas cortas) que acomparfian la zona baffle, tincion Pas+; D) aumento: 10X,
acinos con células ciliadas y células secretoras, tincion H-E; E) aumento: 2.5X, acinos
cercanos al lumen con espacio de separacion entre ellos, acompafiados de tejido
conjuntivo y secreciones formadoras de la tercer capa, tincion de Mallory; F) aumento:
2.5X, vitelo en el lumen de la zona baffle siendo encapsulado al dirigirse hacia la zona
terminal, tincion de Mallory; (AcS= acino secretor, L= lumen, Lm= laminillas, Tc= tejido
conjuntivo, S= spinnerets, Ac= acino ciliado, EpC= epitelio cilindrico ciliado, Cs=

células secretoras Cc= células ciliadas).

Zonaterminal

La zona terminal fue la mas extensa de las cuatro zonas de la glandula oviducal
en tiburdn inflado, no cuenta con laminillas, en su lugar se observaron huecos o cortes
cercanos al lumen, revestidas por epitelio cilindrico ciliado. Se presentaron acinos
tanto mucosos como serosos con reaccidn positiva a las tinciones, se observé una
barrera de tejido conjuntivo entre estos acinos. En el centro de la zona terminal hacia

el lumen de la glandula se observaron acinos largos dispersos, algunos con curvatura.

La zona se caracteriz6 por presentar almacenamiento de esperma. Los acinos
de la periferia mostraron almacén de esperma, estos acinos se encontraron cerca de
la zona baffle, la cual también tuvo almacén de esperma. En ambas zonas se presento
el almacenamiento de esperma por lo general en camulos situados en el lumen de los

acinos, acompafados de las células ciliadas.

Ademas de almacenar esperma, esta zona se encarga de elaborar los tendrilios
y curvaturas de la capsula ovigera, que se le conocen como ornamentaciones, por lo
gue se observan secreciones, que se acompafnan en toda la zona con abundante tejido
conjuntivo (fibras de colageno). Al término de esta zona existe una dilatacién notoria,
debido a que esta especie al ser ovipara da paso a la capsula ovigera hacia el utero,
recordando que la capsula ovigera tiene dimensiones de 12-14 cm de largo y 3-4 cm
de ancho (Figura 33).
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Figura 33. Zona terminal de la glandula oviducal de hembra madura de C. ventriosum.

A) aumento: 2.5X, Invaginacién con epitelio cilindrico ciliado y acinos dispersos
rodeados por tejido conjuntivo, tincion H-E; B) aumento: 10X, acercamiento orientado
hacia el lumen, obsérvese las invaginaciones y acinos, ademas de algunas células

sanguineas y secreciones; tincion H-E; C) aumento: 40X, epitelio de revestimiento de
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la zona terminal con células cilindricas ciliadas y tejido conjuntivo, tincion H-E; D)
aumento: 2.5X, zona terminal mostrando una barrera de tejido conjuntivo con la
notable diferencia de acinos serosos y mucosos, ademas de secreciones, reaccion
PAS; E) aumento: 10X, acinos con cumulos de esperma en el lumen, se observa
claramente las células con nucleos basales y apicales cercanos al lumen, tincion PAS;
F) aumento: 40X, espermatozoides almacenados en el lumen de los acinos con células
ciliadas en la zona terminal, tincion PAS; (Ac= acinos, L= lumen, lv=invaginacion, Tc=
tejido conjuntivo, Sc= Secreciones= Scr, CSg= células sanguineas, EpC= epitelio
cilindrico ciliado, ACs= células secretoras, ACm= células mucosas, Sp=

espermatozoides, Cc= células ciliadas, CSe= células secretoras).

ALMACEN DE ESPERMA EN GLANDULA OVIDUCAL DE TIBURON

Cephaloscyllium ventriosum

La glandula oviducal es un 6rgano especializado multifuncional en el cual se
localiza el almacén de esperma. Los cortes histoldgicos realizados longitudinal y
transversalmente en dicha glandula permitieron observar esperma almacenado en las
zonas baffle y terminal. Este almacenamiento de esperma se localiza desde la periferia
de la glandula hasta el lumen de la misma, se encontr6é poco almacén cerca del lumen.
Los espermatozoides se presentaron en pequefios grupos dentro de los acinos,
localizados en el lumen, estan acompafiados por las células ciliadas y las células
secretoras. Se realiz6 un primer andlisis para localizar almacén de esperma con la
reaccion de PAS, para una mejor observacion se realiz6 un segundo analisis con

reaccion de Feulgen.

Las hembras de tallas a partir de los 76 cm hasta los 94 cm de longitud total
(Lt), y la mayor frecuencia de estas a partir de los 81 cm de Lt, presentaron el esperma
en la glandula oviducal, se trat6 de cuatro hembras maduras y cuatro hembras

prefiadas (Figura 34).
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Figura 34. Esperma almacenado en glandula oviducal de C. ventriosum. A) aumento:

10X, acinos con presencia de esperma; B) y C) aumento 40X, camulos de esperma en
el lumen de acinos, tincién Feulgen; Ac= acinos, Sp= espermatozoides).

DESCRIPCION MACROSCOPICA DEL SISTEMA REPRODUCTOR DE LOS
MACHOS

Testiculos

El aparato reproductor en machos, en su anatomia externa presento los érganos
de copulacion llamados gonopterigios situados en la parte ventral posterior junto a las
aletas pélvicas, clasificados en 0-1°, 2° y 3°, dependiendo el grado de calcificacion,
rotacion y abertura del rifiodon. En la parte interna del cuerpo el aparato reproductor

presenta testiculos pareados acompafiados por el érgano epigonal. Se encuentran
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ademas los conductos eferentes, el epididimo y conductos deferentes, al final esta la
vesicula seminal. Los testiculos pareados se localizan en la parte anterior de la cavidad
abdominal, son aproximadamente equivalentes en tamafio, sin diferencias

significativas (t0.05=0.99, p>0.05) entre el testiculo derecho y el testiculo izquierdo.

Cada uno de los testiculos se contintia con el epididimo y conductos deferentes,
en paralelo con los rifiones. Se observo en la parte apical de los epididimos, un area
mas engrosada que sobresale por acumulacion de tubulos (10 mm de largo) del resto

del epididimo. En este caso no se registré muestras de la vesicula seminal.

Por medio del analisis macroscépico del aparato reproductor en machos, se
distinguieron tres estadios de desarrollo de madurez sexual: inmadurez, pre-madurez

y madurez.

Estadio de inmadurez

Los machos inmaduros presentaron como caracteristica basica, los
gonopterigios cortos (sin pasar las aletas pélvicas, longitud del gonopterigio de 20 a
40 mm), blandos sin calcificar (0-1°), sin la rotacién de 180°. En la anatomia interna
del aparato reproductor masculino se presentaron los testiculos delgados sub
cilindricos e incoloros o un color crema palido, sin vascularizacion, lisos, longitud de
50 mm a 65 mm con una media de 67.70 mm, un ancho que va de los 13 mm a los 22
mm, con media de 21.74 mm. El 6rgano epigonal tiene mayor representacion, rodea
todo el testiculo. El epididimo es delgado y esta adherido a los rifiones, se diferencia
claramente, se observa en el epididimo tdbulos o conductos enrollados en espiral,

fuertemente unidos y rodeados por una capa delgada en todo el trayecto (Figura 35).
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Testiculos

10 mm

Figura 35. Aparato reproductor de macho de C. ventriosum en estadio inmaduro.

Estadio de pre-madurez

Los machos pre-maduros presentaron gonopterigios enlongados en etapa de
calcificacion notoria (grado 1°- 2°), con longitud de 60-80 mm. Grado de calcificacion
intermedia y rigidez media. Los testiculos estan desarrollados, tienen volumen mayor
en contraste con la ocupacion del 6rgano epigonal, que ha comenzado a disminuir,
aun los recubre. Presentan una coloracion rosa crema, es visible escasa
vascularizacion. El largo de los testiculos va de los 68 mm a los 85 mm y ancho de los
14 mm a los 27 mm. Los tabulos del epididimo tienden a engrosar, llegando a lo que
se espera sea conducto deferente, la forma sigue en espiral y adheridos a los rifiones
(Figura 36).
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Epididimos

Testiculos

Figura 36. Aparato reproductor de machos de C. ventriosum en estadio pre-maduro.

Estadio de madurez

El 6rgano copulador o gonopterigio se muestra calcificado (grado 3°) y rigido en
su totalidad, tienen longitud de 60 a 92 mm, en algunos casos es posible encontrar
semen. Los testiculos estdn méas engrosados, en color rosa crema con alta
vascularizacion. De largo tienden de los 80 a 106 mm, con media de 85.56 mm y de
ancho de los 25 mm a los 40 mm, con promedio de 26.44 mm. El epididimo y conductos
deferentes se observan indiferenciados (macroscépicamente solo se observa un
engrosamiento). La longitud es mayor y los conductos terminales tienen grosor mayor
en la parte terminal. Los tubulos del epididimo siguen en forma espiral hasta la parte
basal (Figura 37).
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Testiculos

Epididimo

Figura 37. Aparato reproductor de un macho de C. ventriosum en estadio maduro.

En la tabla 5, se define el seguimiento de la maduracion de las gbnadas del
tiburén inflado, tanto para machos como para hembras, de acuerdo a los criterios base,
empleados por Mendizdbal-Oriza (1995), establecidos mediante observaciones

morfolodgicas macroscopicas.
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Tabla 5. Estadios de madurez sexual de C. ventriosum por método morfométrico

Hembras

Machos

Inmaduro

U

-Ovario pequefio, liso e incoloro,
con oviductos delgados y rectos.
-Glandula oviducal flacidas,
incoloras. Forma ovalada

(periforme)

-Gonopterigios cortos y suaves
-Testiculos delgados sub
cilindricos e incoloros, sin

vascularizacion

En desarrollo

(I

-Ovario con foliculos sin
desarrollar (granulado y de
consistencia acuosa), color palido.
-Glandula oviducal aumenta en
tamafio, con forma periforme

-Utero no diferenciados al oviducto

Pre-madurez

()

-Ovario con foliculos amarillentos
(>5 mm).

-Glandulas oviducales en forma de
corazon,

-Utero diferenciado por el diametro

mayor al oviducto.

-Gonopterigios enlongados y
rigidos por calcificacion.
-Testiculos desarrollados,
conductos deferentes en espiral
color crema y vascularizaciéon

visible.

Madurez -Glandula oviducal grande en -Gonopterigios enlongados y

(V) forma de corazon. rigidos por calcificacion.
-Utero largo y con mayor grosor al | -Testiculos engrosados,
oviducto conductos deferentes en espiral,
-Ovario con oocitos desarrollados | color crema y vesicula seminal
color amarillento con esperma y alta

vascularizacion
Prefiez -Presencia de capsula ovigera en el
(V) atero
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DESCRIPCION ANATOMICA E HISTOLOGICA DE LA ESPERMATOGENESIS

En elasmobranquios se conocen tres tipos de patrones de desarrollo testicular,
por la madurez de espermatocistos en los testiculos dependiendo el nimero y la
ubicacion de la zona germinal. El tiburdn inflado, C. ventriosum, posee testiculos con
organizacion y desarrollo tipo diamétrico, la madurez se evidencia a través del
diametro. Posee zonas de maduracion progresiva, los espermatocistos se originan en
un extremo del testiculo y se distribuyen en secuencia de maduracion, al eje diametral
del testiculo, hasta el otro extremo de la pared del testiculo, se inician en la zona
germinal, avanza en linea y termina con la formacibn de los cumulos de
espermatozoides completamente formados dentro del espermatocisto (Figura 38); de
la zona germinal hasta zona de espermatidas (1) mide 8.6 mm, la parte mas delgada
de la zona ocupada por espermatozoides (2) mide 1.8 mm, la parte media (3), 3.5 mm
y la parte final de mayor ocupacion por espermatozoides completamente formados (4)
mide 5.6 mm. Esta Ultima zona con espermatozoides se ubica contigua al érgano
epigonal (5), mide aprox. 2.7 mm. Existen diferencias entre un testiculo maduro y uno
inmaduro y se evidencia por el porcentaje de ocupacion del 6rgano epigonal, que es

desplazado y disminuido al avanzar la maduracion testicular.

Los testiculos inmaduros se caracterizan por la presencia de espermatozoides
completamente formados, sobresale el espacio ocupado por el érgano epigonal del
70% (Figura 39); zona germinal hasta zona de espermatidas (1) mide 2.3 mm, (2) parte
mas delgada de la zona ocupada por espermatozoides mide 0.4 mm, la parte final (3)

con espermatozoides completamente formados mide 0.5 mm.
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Figura 38. Corte transversal de testiculo diamétrico de C. ventriosum pre-maduro de
76.6 cm de longitud total. (Aumento: 2.0X, Tinciéon de Feulgen; Zg= zona germinal,
EG1l= espermatogonia primaria, EG2= espermatogonia secundaria, ECl=
espermatocito primario, EC2= espermatocito secundario, ET= espermétida, SP=
espermatozoides, OE= 6rgano epigonal). La flecha roja indica la direccion en que
avanza la maduracion del testiculo. Medidas aproximadas: 1) 10.2 mm, 2) 1.8 mm, 3)
3.5mm, 4) 5.6 mm, 5) 2.7 mm.
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Figura 39. Corte transversal de testiculo diamétrico de C. ventriosum inmaduro de 59
cm de longitud total. (Aumento: 2.0X, Tincion de Feulgen; Zg= zona germinal, EG1=
espermatogonia primaria, EG2= espermatogonia secundaria, EC1= espermatocito
primario, EC2= espermatocito secundario, ET= espermatida, SP= espermatozoides,
OE= 6rgano epigonal). La flecha roja indica la direccion en que avanza la maduracion

del testiculo. Medidas aproximadas: 1) 2.3 mm, 2) 0.4 mm, 3) 0.5 mm.

Todas las zonas en maduracion (zona germinal, espermatogonia 1° y 2°,
espermatocito 1° y 2°, esperméatida, y espermatozoides) poseen espermatocistos en
el mismo nivel de desarrollo, es decir, en las mismas etapas de espermatogénesis. El
corte transversal pone de manifiesto la maduracién de afuera hacia adentro, hasta

conectarse con los epididimos y conductos deferentes.

Los testiculos poseen tejido conjuntivo y una irrigacion notable por capilares con

células sanguineas, los espermatocistos a nivel microscépico se observan de forma
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ovalada o circular, su forma en dimensiéon 3D es un tubo cortado de manera

transversal.

La madurez de los espermatocistos se ha dividido por etapas de acuerdo con
caracteristicas morfologicas particulares. Se identificaron siete etapas progresivas de

la espermatogénesis.

Espermatogonia primaria (etapa 1)

En la primer etapa de espermatogénesis para C. ventriosum se observé una
zona germinal con espermatogonias primarias acomparfadas de células de Sertoli sin
orden definido. Posteriormente las células son rodeadas por una membrana basal,
resultan en espermatogonias secundarias ubicadas en la periferia y células de Sertoli
localizadas en el lumen (Figura 40). Queda definido el tdbulo seminifero al ser
rodeados por esta membrana. En elasmobranquios a los tubulos seminiferos se le
nombra espermatocisto, donde se llevara a cabo el desarrollo y maduracién de los

espermatozoides.
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Figura 40. Etapa 1; A) zona germinal sin acomodo de C. ventriosum acompafnado de
espermatogonias primarias, B) Aumento en zona germinal acompafada por
espermatogonias primarias sin  orden, C) Espermatocisto formado por
espermatogonias secundarias en la periferia y células de Sertoli orientadas al lumen,
envueltas por una membrana basal. (Aumento: A) 10X, B) 40X, C) 40X; Tincion de
Feulgen; Zg= zona germinal, EG1= espermatogonia primaria, EG2= espermatogonia

secundaria, MB= membrana basal, Cs= Células de Sertoli).

Espermatogonia secundaria (etapa 2)

Comienza una migracién de la célula de Sertoli del lumen del espermatocisto a
la periferia de este, ubicandose junto a la membrana basal. Se observa en transicion
sin llegar a la periferia. Las espermatogonias secundarias diploides incrementan en
namero y tamafio existiendo una proliferaciéon por mitosis, el diametro de la

espermatogonia tiene una media de 263.43 um (Figura 41).
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Figura 41. Etapa 2; A) Espermatogonia secundaria de C. ventriosum envuelta por la

membrana basal, B) Espermatocisto formado por espermatogonias secundarias,
iniciando la migracion de células de Sertoli, aumento de tamafio del espermatocisto.
(Aumento: A) 40X, B) 40X; Tincion de Feulgen; EG2= espermatogonia secundaria,

MB= membrana basal, Cs= célula de Sertoli).

Espermatocito primario (etapa 3)

La migracion de la célula de Sertoli finalizo, ahora se ubica en la periferia del
espermatocisto. La primera divisiobn meiética ha iniciado, pasan de espermatogonias
secundarias a espermatocitos primarios los cuales contienen mayor nimero de células
con nucleo grande y granular. El espermatocisto ha aumentado de tamafio y se
observan los espermatocitos en la periferia dejando el espacio del lumen sin ocupar
(Figura 42).
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Figura 42. Etapa 3; A) Espermatocitos primarios de C. ventriosum iniciando la primera
division meiodtica, B) Espermatocito primario granulado, se observa la célula de Sertoli
en la periferia. (Aumento: A) 10X, B) 40X; Tincion de Feulgen; EC1= espermatocito
primario, Cs= célula de Sertoli, lll= etapa tres).

Espermatocito secundario (etapa 4)

Esta etapa esta definida por la terminacién de la primera division celular,
observandose claramente la diminucion del tamafio del nlcleo del espermatocito
primario, formandose los espermatocitos secundarios los cuales presentan ndcleos
granulados redondeados de tamafo pequefio, afines a la tincibn de Feulgen. La
membrana basal continla envolviendo todo el espermatocisto y adjunto se observan

las células de Sertoli con mayor tamario (Figura 43).
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Figura 43. Etapa 4; A) Espermatocitos primarios (lll) de C. ventriosum terminan la
primera division meidtica dando lugar a los espermatocitos secundarios (IV), B) Se
observa la disminucion del tamafo celular al concluir la primera division meibtica.
(Aumento: A) 10X, B) 40X; Tincién de Feulgen; EC1= espermatocito primario, EC2=
espermatocito secundario, MB= membrana basal, Cs= célula de Sertoli, Il|= etapa tres,

IV= etapa cuatro).

Espermétida (etapa 5)

Los espermatocitos secundarios en la segunda divisién meiética dan lugar a las
espermatidas, las cuales pasaran por el proceso de espermiogénesis hasta formarse
los espermatozoides. Las espermatidas presentan nucleos elipticos, lo que resulta la
formacién del flagelo en un extremo. El espermatocisto comprendido por las
espermatidas estan en desorden, es decir sin acomodo (Figura 44).
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Figura 44. Etapa 5; A) Espermatocitos secundarios (IV) de C. ventriosum, pasan por

la segunda divisibn meiotica dando lugar a las espermatidas (V), B) Espermatidas
cambia su forma circular al pasar por la division celular para formar el flagelo, C)
Espermétidas con formas elipticas antes de formar los flagelos del espermatozoide.
(Aumento: A) 10X, B) 40X, C) 40X; Tinciéon de Feulgen; IV= etapa cuatro, V= etapa

cinco, ET= espermatida, Cs= célula de Sertoli).

Espermatozoide inmaduro (etapa 6)

Al término de la espermiogénesis se observaron espermatozoides inmaduros,
los cuales ya cuentan con flagelo. La cabeza del espermatozoide se dirige hacia la
membrana basal y su cola hacia el lumen del espermatocisto, estas cabezas presentan
forma espiral. Existen espermatocistos que comienzan a agrupar espermatozoides en

manojo sobre la periferia (Figura 45).
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Figura 45. Etapa 6; A) Espermatozoides inmaduros (VI) de C. ventriosum con la
cabeza dirigida hacia la periferia, B) Los espermatozoides se comienzan a agrupar en
manojos. (Aumento: A) 10X, B) 40X; Tincién de Feulgen; VI= etapa seis, Sp=

espermatozoides, Cs= célula de Sertoli, MB= membrana basal).

Espermatozoides maduros (etapa 7)

En la etapa siete se observaron espermatozoides maduros agrupados en
manojos compactos, forman paquetes espermaticos dentro del espermatocisto,
ubicados en la periferia acompafiados siempre de las células de Sertoli. Estos
espermatocistos en su Ultima etapa se localizan pegados al érgano epigonal. Los
espermatocistos con espermatozoides maduros liberan los espermatozoides hacia el

epididimo y los conductos deferentes (Figura 46).
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Figura 46. Etapa 7; A) Manojos de espermatozoides maduros (VII) de C. ventriosum
con la cabeza dirigida hacia la periferia, B) Espermatozoides agrupados en manojos,
acompafados por las células de Sertoli. (Aumento: A) 10X, B) 40X; Tincién de
Feulgen; VII= etapa siete, Sp= paquetes de espermatozoides, Cs= célula de Sertoli,

MB= membrana basal).

ESPERMA EN EPIDIDIMOS Y CONDUCTOS DEFERENTES EN MACHOS DE

Cephaloscyllium ventriosum

En los epididimos, glandula de Leydig y conductos deferentes se tiene
presencia de esperma. Los conductos tienen forma encorvada debido a su forma

enrollada en toda su extension (epididimos y conductos deferentes).

El epididimo en la parte anterior se cortdé en plano transversal, consiste en un
conducto estrecho revestido en su interior por un epitelio pseudoestratificado, se
observaron células secretoras de forma ovalada, células ciliadas, espermatozoides
dispersos en su lumen, a todo lo largo del conducto del epididimo, hasta llegar al
conducto deferente. El lumen contiene un liquido viscoso, producto de las células
secretoras y algunos residuos (de vesiculas secretoras e inclusiones lipidicas o
citoplasmaticas). La matriz del lumen se observa granular, debido a que el citoplasma

cuenta con abundantes ribosomas y otros organulos.

El epididimo se observé acompafiado con la glandula de Leydig, de menor
tamano; los dos 6rganos contiguos muestran espermatozoides dispersos, la diferencia
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entre ellos se observa en el epitelio pseudoestratificado cilindrico de grosor mayor en
la glandula de Leydig (64 um aproximadamente). Presenta células secretoras, células

ciliadas y tejido conjuntivo (Figura 47).

Figura 47. Corte trasversal del epididimo y glandula de Leydig de C. ventriosum. A)

aumento: 2.5X, epididimo con epitelio pseudoestratificado ciliado y espermatozoides
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libres en su lumen, tincién Feulgen; B) aumento: 2.5X, epididimo y la glandula de
Leydig, epitelio pseudoestratificado cilindrico y cubico, ambos con espermatozoides
libres, tincion Feulgen; C) aumento: 40X, epididimo con epitelio pseudoestratificado y
tejido conjuntivo, espermatozoides libres, tincion Feulgen; D) aumento: 10X, gldndula
de Leydig, obsérvese la diferencia en grosor entre el epitelio del epididimo y la glandula
de Leydig, ambos pseudoestratificado, tincion Feulgen; E) aumento: 40X, epididimo
con espermatozoides libres, epitelio pseudoestratificado ciliado, tincion Feulgen; F)
aumento: 40X, glandula de Leydig, muestra espermatozoides libres acompafnados de
vesiculas secretoras, con epitelio pseudoestratificado ciliado y tejido conjuntivo, tincién
Feulgen; (EPc= epitelio pseudoestratificado ciliado, Epi= epididimo, GL= glandula de

Leydig, Sp= esperma, Tc= tejido conjuntivo, Vs= vesiculas secretoras).

Cortes transversales realizados en la parte media y posterior del conducto del
epididimo mostraon el conducto deferente, el cual se ensancha posteriormente al
epididimo. Aparenta un tubulo en zigzag, los espermatozoides libres se observan
agrupados lateralmente para formar espermatéforos (agregados de esperma en una
sustancia envolvente, incrustado en un material mucoso de apoyo) o
espermatozeugmata (masas de espermatozoides no encapsulados), los cuales
mantienen sus cabezas orientadas en una misma direccion con sus colas fuera de la
matriz cohesiva, sin embargo, este acomodo en masas no se define claramente hasta
llegar a la vesicula seminal. En ausencia de este 6rgano, no queda definido el modo
de agrupacion final que toman los espermatozoides antes de ser liberados en la

copula.

El epitelio se modifica a lo largo del conducto espermatico, observando epitelio
cubico pseudoestratificado, y cilindrico pseudoestratificado, con células ciliadas y
secretoras. El lumen del conducto deferente posee una matriz granular con inclusiones
lipidicas y vesiculas secretoras, las cuales contribuyen al fluido seminal, muestra tejido
conjuntivo y tejido muscular liso. El producto secretor llena el lumen de la glandula de
Leydig, del epididimo y del conducto deferente por fluido seminal y matriz, mostrando

una fuerte coloracion de la matriz (Figura 48).
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Figura 48. Corte trasversal del conducto deferente de C. ventriosum. A) aumento: 2.5X,
conducto deferente, con espermatozoides unidos en lumen, matriz granular y epitelio
pseudoestratificado, tincion Feulgen; B) aumento: 2.5X, conducto deferente con
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apariencia de zigzag, inicios de un previo acomodo de espermas en
espermatozeugmata, epitelio pseudoestratificado ciliado, tincién Feulgen; C) aumento:
2.5X, conducto deferente con esperma , obsérvese las gotas lipidicas y matriz
granular, epitelio pseudoestratificado cubico y tejido muscular liso, tincibn H-E; D)
aumento: 10X, inicios de espermatozeugmata acompafnados de vesiculas secretoras,
epitelio pseudoestratificado, tincion Feulgen; E) aumento: 10X, numerosas vesiculas
secretoras dispersas entre los agregados de esperma, se observa epitelio
pseudoestratificado, tincion Feulgen; (CD= conducto deferente, EPc= epitelio
pseudoestratificado ciliado, Ep= epitelio variado, Gl= gotas lipidicas, Sp= esperma,
SpZ= espermatozeugmata, Tc= tejido conjuntivo, m= matriz, Vs= vesiculas

secretoras).
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DISCUSION

Composicion de tallas

De acuerdo con los resultados encontrados en C. ventriosum, se observo que
las hembras alcanzan tamafos mayores a 90 cm de Lt, a diferencia de los machos con
Lt <90 cm. Grover (1970) registré una longitud méaxima en California de 110 cm para
hembras, y solo menciondé que los machos alcanzaron tallas ligeramente menores.
Esta diferencia en longitudes maximas entre los organismos de California y los de
Bahia Tortugas, podria deberse a la variacion latitudinal, como lo mencion6 Parsons
(1993) y Lombardi-Carlson et al. (2003) con Sphyrna tiburo, donde se registré que las
hembras tienden a aumentar de tamafio y edad a la que maduran con la latitud, esto
como una respuesta adaptativa a la idoneidad del entorno para el crecimiento, dado
gue los cambios ambientales que ocurren con el aumento de la latitud hacen que la

duracion de la temporada de crecimiento sea mas corta.

En este sentido, la diferencia de tallas entre C. ventriosum muestreado en
California y C. ventriosum de Bahia Tortugas, podrian atribuirse a variaciones
ambientales que se generan con el cambio de latitud, presentando estaciones frias o
calidas mas cortas o0 mas largas, las cuales se consideran importantes por alterar
rasgos en la vida de las especies (Stergiou,1999). Parsons (1993) menciona que lo
mAas comun es encontrar aumentos en el tamafio corporal, tasa de crecimiento, tamafio
en la maduracién, inversién energética en la produccién de la descendencia y mayores

tamarfos al nacer.

Walmsley-Hart et al. (1999) atribuyeron estos cambios en tallas a las diferentes
estrategias reproductivas, donde las especies oviparas aumentan su tamafio por el
hecho de generar una capsula ovigera dentro de su cuerpo, como es el caso para C.
ventriosum que forma capsulas ovigeras de tamafios >8 cm Lt o las especies viviparas,
en las cuales la hembra gestante lleva dentro de su Gtero crias mayores a los 40 cm
de longitud total. Conover (1990) concluyd que peces de latitudes altas deben crecer
mas rapido dentro de la temporada de crecimiento (estaciones cortas) que los peces
de latitudes bajas; por lo que algunas especies como S. tiburo (Parsons, 1993) y S.
lewini (Klimley, 1987), se enfocan en crecer mas y de manera mas rapida para dar
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descendencias con tamafios adecuados para sobrevivir a estaciones de invierno
préoximas, mientras que otras especies aumentan el niumero de crias. Parsons (1993)
concluyé que la poblacion del norte de Florida de S. tiburo son mas grandes, ademas
de registrar un crecimiento mas rapido (intra y extrauterino), por lo que su progenie es

mas grande y maduran a una talla mayor.

Dentro del género Cephaloscyllium, pocas especies alcanzan tallas mayores a
los 100 cm de longitud total, como es el caso de C. umbratile con longitudes maximas
para hembras de 114.5 cm y machos con 114 cm de Lt cerca de Tokio, Japon
(Taniuchi, 1988), a diferencia de C. stevensi con longitudes maximas de 44.5-66 cm Lt
en el Indo-Pacifico (Clark & Randall, 2011).

Por otro lado, se registraron diferencias significativas de talla entre ambos
sexos, las hembras con mayores longitudes, debido a que los machos se enfocan en
crecer para alcanzar la madurez sexual, mientras que las hembras enfocan su energia
en lograr mayores longitudes (Parsons, 1993; Walmsley-Hart et al.,1999). Taniuchi
(1988) reportd esta diferencia para Cephaloscyllium umbratile, donde los machos
maduran antes que las hembras, pero tanto los machos como las hembras alcanzan
aproximadamente el mismo tamafio maximo. Los resultados en el presente trabajo
sugieren gque las hembras son las que alcanzan tallas mayores esto en respuesta a la
condicién ovipara, la cual les permite llevar cdpsulas ovigeras dentro del Utero,
ademas, como lo sugerido por Francis & Mace (1980) la fecundidad aumenta con la

longitud de la hembra.

Distribucion temporal en la maduracion reproductiva
En relacion a la distribucion temporal de los diferentes estadios de madurez sexual
en C. ventriosum, se presentd una temporada maxima en el mes de marzo y otra en
agosto con organismos maduros y hembras prefiadas, lo que sugiri0 que la especie
pudiera tener copulaciones estacionales, lo cual es comun para elasmobranquios
(Hamlett, 2005); no obstante, no se descarta la posibilidad de que la especie pudiera ser
reproductivamente activa durante todo el afo, tal es el caso de los tiburones Apristurus
brunneus y Parmaturus xaniurus, de la familia Scyliorhinidae los cuales se reproducen
todo el afio (Flammang et al., 2008).
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Todos los estadios sexuales establecidos para C. ventriosum estuvieron presentes
durante toda la temporada de estudio, Engel & Callard (2005) mencionaron que es
frecuente en diversas especies de tiburones el presentar todos los estadios durante todo

el afo, siendo asi un desarrollo asincrénico.

Algunas hembras de elasmobranquios pueden almacenar esperma en la glandula
oviducal durante algunos meses (Pratt, 1993; Moura et al., 2011) como es el caso para
Centroscymnus coelolepis (Moura et al., 2011), Sphyrna lewini y S. zygaena (Bejarano-
Alvarez, 2011) y C. ventriosum (Grover, 1970); si el esperma no se almacena, la copula
se llevaria en repetidas ocasiones a través del afio. Se ha observado en Dasyatis
americana, la capacidad de realizar copulacién en cuestion de minutos a horas después
del parto (Pratt & Carrier, 2005; Powter & Gladstone, 2008). En Heterodontus
portusjacksoni se registr6 un comportamiento de “seguimiento” dada por los machos,
situandose cerca de las hembras por ovipositar, se infiere que esto es debido
posiblemente a las feromonas (Powter & Gladstone, 2008). Francis & Mace (1980), ya
habian reportado en Mustelus lenticulatus esta capacidad de copulacion y ovulacion de

un nuevo conjunto de oocitos, seguida rapidamente después del parto.

El encontrar capsulas ovigeras en todos los meses de muestreo nos sugiere que
C. ventriosum no tiene una estacionalidad de puesta de huevos, pudiendo desovar todo
el tiempo, como las especies de tiburon Scyliorhinus canicula y C. umbratile que son

oviparas, y pueden desovar en todo el afio (Sumpter & Dodd, 1979; Taniuchi, 1988).

En este sentido, C. ventriosum no parece tener una temporada reproductiva o de
desove bien definida, lo cual también fue observado en otras especies del mismo género.
Por ejemplo, C. umbratile, mostré6 desoves prolongados mayores a 7 meses (Taniuchi,
1988), a diferencia de Chiloscyllium punctatum que presenta un solo periodo de
apareamiento por afo y siete meses de puesta (Harahush et al., 2007). Por lo tanto, se
sugiere que los tiburones de la familia Scyliorhinidae, donde las hembras desovan durante
todo el afio, tienden a exhibir uno o dos picos de actividad reproductiva. La ventaja de esto
pudiese radicar en producir la mayor cantidad de capsulas ovigeras, esperando tener un
alto porcentaje de capsulas ovigeras viables, debido a que estan expuestas a

depredacion, por otro lado Wourms (1977) menciona que la fecundidad es especies
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oviparas es baja, y lo atribuye en produccion baja de capsulas ovigeras, pero de mayor
tamafio, lo cual aumenta las probabilidades de sobrevivencia, al dar organismos mas
grandes, sin embargo, Hamlett (2005), contradice este supuesto, debido a que las
especies oviparas dan crias de tamafos pequefos, y los individuos pequefios estan
sujetos a una depredacion proporcionalmente mayor que los individuos mas grandes. Por

lo tanto, la oviparidad en especies pequefias busca aumentar la fecundidad.

Proporcion de sexos

La proporcion sexual obtenida para C. ventriosum, indico la existencia de una
segregacion por sexos. Para el género Cephaloscyllium es escasa la informacién con
respecto a la proporcién y segregaciéon sexual, por lo que, de acuerdo con los
resultados del presente estudio, se infiere la existencia de una segregacion por sexos
en la zona de Bahia Tortugas, lo cual podria ser debido a dos razones principales; a)
las hembras pudiesen acercarse a la zona de estudio solo para el desove, debido a
que en zonas préximas a la costa existe mayor probabilidad de supervivencia para los
huevos y neonatos. Argumento que tiene relacion con lo propuesto por Mufioz-Chapuli
(1984), donde mostré la distribucion vertical de tiburones, los adultos ocupan
principalmente aguas oceanicas y hembras prefiadas y juveniles se encuentran cerca
a la costa, para evitar exponerse a la depredacion intraespecifica, b) las hembras al
ser de mayor tamafio que los machos, son mas vulnerables a la pesca con redes
agalleras de deriva por la luz de malla empleada en esta zona (Torres-Huerta et al.,
2008).

Los resultados en relacion a la proporcion de sexos pudieran responder a una
fase del ciclo de vida en que se encuentre la especie, se ha mencionado que algunos
elasmobranquios realizan desplazamientos, ya sea por la limitacién de alimentos, los
movimientos de la presa, cambios estacionales en la temperatura del agua o eventos
reproductivos, por lo que, se dividen eventualmente en unidades sociales de acuerdo
con el tamafo o desarrollo sexual y sexo, ademas de las diferentes capacidades de
natacion y dieta (Springer, 1967; Mufioz-Chapuli, 1984; Casey & Kohler, 1992;
Parsons, 1993; Soto-Lopez, 2014).
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Segun Klimley (1987) numerosas especies de elasmobranquios ocupan un
habitat diferente entre sexos y por estadio sexual, las hembras de S. lewini en el Golfo
de California mantienen una segregacion con los machos, se desplazan a zonas mas

profundas antes que ellos, y se alimentan de especies pelagicas.

Existe la posibilidad de que el area de pesca de Bahia Tortugas sea una zona
de desove y reproduccién para C. ventriosum. Bass (1978) mencioné que se
consideran areas de crianza aquellas en donde ocurre el desove o parto, y las crias
viven por algun tiempo antes de desplazarse a otros sitios mas profundos. Bejarano-
Alvarez (2007) definié un area de crianza, como el lugar en donde se tiene la presencia

simultdnea de hembras gravidas, neonatos y juveniles pequefios.

En este sentido y debido al alto numero de hembras maduras y gravidas
encontradas en el estudio, las cuales probablemente ovipositan en la zona, se podria
considerar la zona de estudio como posible area de crianza; sin embargo, deben
realizarse mas estudios para conocer las caracteristicas geograficas del area y la
presencia de neonatos y juveniles, si bien, en este estudio no se tiene registro de
neonatos debido a que no se capturan por el tamafio de luz de malla utilizado en la

pesca, no se descarta su presencia.

Talla media de madurez sexual (Lso)

La estimacién de la talla media de madurez sexual (Lso) para C. ventriosum, fue
evaluada con diferentes indicadores morfolégicos, como se aplica en la mayoria de los
elasmobranquios (Capapé et al., 2001; Powter & Gladstone, 2008). La madurez sexual
en machos fue a partir de los 74 cm de Lt y las hembras a partir de los 78 cm de Lt. En
el caso de C. laticeps, en machos se presenta la madurez sexual a partir de 82 cm de

Lt, sin dar estimacién para hembras (Awruch et al.,2008).

Las hembras de C. ventriosum maduraron al 83% de su longitud total y los
machos al 76%, similar a lo registrado para C. umbratile en Papua Nueva Guinea,
donde las hembras presentaron una talla media de madurez al 80% (92 y 94 cm Lt) de

su longitud maxima, mientras que los machos al 75% (>86 cm de Lt). En especies de
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la familia como Scyliorhinus canicula y la especie Squalus acanthias, ambas

maduraron al 67% de su longitud maxima (Taniuchi, 1988).

La talla media de madurez sexual para C. ventriosum ha sido documentada por
primera ocasion en el presente estudio para ambos sexos. Fue validada con precision
por medio del andlisis histologico del sistema reproductor. Aporta informacion
fundamental para el manejo de la pesqueria. Pratt (1979) y Maruska et al., (1996)
propusieron que no se considerara solo las caracteristicas macroscopicas externas o
internas, asi como solo el uso del indice gonadosomatico como Unicas, para establecer
la madurez sexual, por lo que en este trabajo la talla media de madurez sexual (Lso)
para ambos sexos amplia de manera significativa el conocimiento biologico de la

especie.

DESCRIPCION MACROSCOPICA DEL SISTEMA REPRODUCTOR DEL TIBURON

Cephaloscyllium ventriosum

Hembras

El sistema reproductor de C. ventriosum presentdé un solo ovario (derecho)
funcional de tipo externo con los oocitos visibles, cubierto por el epitelio germinal,
caracteristicos de la familia Scyliorhinidae (Francis & Mace, 1980; Taniuchi, 1988;
Carrera-Fernandez, 2004; Awruch et al., 2008), conectado por un Unico ostium, un par
de oviductos, glandulas oviducales y uteros, validando la descripcion realizada por
Grover (1970) y Bejarano-Alvarez (2011). Otros estudios de especies en la misma
zona reportan que las rayas poseen ambos ovarios funcionales (Juaristi-Videgaray,
2016). C. ventriosum al igual que otros elasmobranquios como C. umbratile y C.
laticeps, el ovario funcional es el derecho (Wourms, 1977; Taniuchi, 1988; Awruch et
al., 2008).

Las hembras de C. ventriosum presentaron en su ovario derecho el érgano
epigonal de estructura linfomieloide que los sostiene. En machos, el érgano se limita
al mesorquio (mesenterio), se separa de los testiculos por una capa delgada de células
glandulares vascularizadas A diferencia de las especies de la familia Lamnidae, el

organo epigonal se encuentra rodeando al ovario por completo (clasificado como de
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tipo interno), el cual no se puede observar a simple vista (Pratt, 1988; Galindez &
Aggio, 2002; Carrera-Fernandez, 2004; Galindez, 2016).

Este 6rgano epigonal es exclusivo de condrictios, presentandose en ambos
sexos. Antes de la madurez sexual, se observd en C. ventriosum que este 6rgano
ocupa todo el espacio que posteriormente serdn las gbnadas, a medida que la génada
se diferencia y crece, el 6rgano epigonal se reduce, ubicandose solo a un extremo,
similar a lo reportado por Galindez (2016) en otros elasmobranquios. Honma et al.
(1984) y Galindez & Aggio (2002), recomendaron cambiar el nombre de “epigonal” por
“subgonal”, debido que en Mustelus schmitti, se ha ubicado mas caudal que en otras

especies de condrictios.

La madurez sexual en hembras de C. ventriosum, ha sido evaluada siguiendo
el criterio utilizado en otros elasmobranquios: por el tamafio del foliculo ovérico,
condicion del oviducto y glandula oviducal (Capapé et al, 2001; Powter & Gladstone,
2008).

El ovario de C. ventriosum presentd cohortes de foliculos en diferente estado
de maduracion. En organismos inmaduros, los ovarios presentan oocitos <5 mm,
siendo foliculos no vitelogénicos presentes en estadios de pre-madurez o en
desarrollo, la vitelogénesis comenzd con oocitos >5 mm, a diferencia de la especie C.
lapticeps que presenta oocitos vitelogénicos a partir de los 10 mm (Awruch et al.,
2008). Segun Galindez (2016), el inicio de la actividad reproductiva estd marcado por

la incorporacién de vitelo en el ooplasma.

La fecundidad y la frecuencia de la reproduccién son factores demograficos
fundamentales. En los elasmobranquios oviparos, la fecundidad ovarica, definida por
Powter & Gladstone (2008) como el numero de foliculos ovaricos maduros en el ovario,

es la medida mas comun.

Como fecundidad ovarica para C. ventriosum, se sugiere alrededor de 13 + 3
oocitos vitelogénicos con diametros maximos de los 22-26 mm, junto con nuMerosos
oocitos que gradualmente disminuyen en tamafio hasta ser menores de 5 mm.

Taniuchi (1988) reportd en C. umbratile 10 oocitos entre 35 y 40 mm de didmetro
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maximo. Awruch et al., (2008) en C. lapticeps reportaron entre 4 a 6 oocitos que
aumentaron de tamafio hasta los 30 mm maximos, considerados listos para la

ovulacion.

Se sabe que no todos estos oocitos seran ovulados, la hembra produce y
madura oocitos vitelogénicos en mayor niamero de los que van a ovularse, por lo que

hay un elevado porcentaje de atresia folicular (Capapé et al., 2001; Galindez, 2016).

Si bien, estos eventos no fueron observados en este estudio, es permisible
explicar para C. ventriosum que el ostium recibe al oocito después de la ovulacion,
este es una estructura infundibular (forma de embudo), simple o bilateral. Después
bifurca en oviductos funcionales, izquierdo y derecho. Es en el oviducto anterior, donde
podria darse la fecundacién o bien hasta la glandula oviducal (Musick & Ellis, 2005;

Galindez, et al., 2010), encargada de la encapsulacion del 6vulo.

La glandula oviducal es pareada y se encuentra por debajo del oviducto anterior
y por encima del Gtero, esta presente en casi todos los elasmobranquios (Hamlett et
al., 1998; Smith et al., 2004), a excepcion de la familia Narcinidae, que no la presentan
(Smith et al., 2004; Hamlett, 2005; Moura et al., 2011; Galindez, 2016).

Entre los diferentes modos reproductivos, la estructura y forma general de la
glandula oviducal varia, el tamafio es considerablemente mayor en las especies
oviparas, segun lo reportado por Hamlett (2005), observandose glandulas pequefias
funcionales en especies viviparas. Las especies oviparas como S. canicula, R.
erinacea y R. eglanteria (Hamlett et al., 1999), comparten los mismos principios de
disefo, difieren en su morfologia externa y la capsula ovigera, como en H. francisci la cual

forma cépsulas ovigeras con forma de tornillo.

La forma acorazonada de la glandula oviducal se encontr6 en C. ventriosum.
Hamlett et al. (1998) han caracterizado la glandula oviducal de las especies oviparas
como "especializadas”, debido a su funcién en la formacion de capsulas ovigeras,

ademas del almacén de esperma.
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Esta glandula mostré una reaccion positiva en C. ventriosum con la tincion de
PAS (+) lo que evidencid la secrecion de glicoproteinas. Otros autores como Smith et
al. (2004) y Soto-L6pez (2014) también reportaron la reaccion a PAS+ en organismos
maduros, debido a que estas secreciones componen las capas duras de la cdpsula
ovigera, asi como un recubrimiento protector al oocito ovulado. El ensanchamiento de
esta glandula durante el periodo de maduracion sexual se emplea como un caracter
morfoldgico adicional en la determinacién del estado de madurez de hembras (Smith
et al., 2004; Galindez, 2016).

En C. ventriosum se observo la presencia de tendrilios (filamentos de soporte
para la sujecidon de la capsula en el medio marino) formados en la parte posterior de la
glandula oviducal, los cuales estaban conectados a la capsula ovigera cuando se
encontraba en el Utero. Bejarano-Alvarez (2011) reportd la presencia de estos
tendrilios en hembras, las cuales contenian cépsulas ovigeras completamente
formadas vy lista para su liberacion, lo que indicé que una vez que la capsula ovigera
estd completamente cerrada, la glandula se centra en formar estas estructuras
filamentosas que sirven de soporte a las capsulas ovigeras cuando son expulsadas al

exterior.

La glandula oviducal de C. ventriosum esta en relacion directa con el estado de
madurez sexual, asi como con la longitud total del organismo, observando glandulas
pequefias <20 mm en organismos inmaduros de <75 cm de Lt y glandulas oviducales
mas grandes >35mm en organismos maduros de >78 cm Lt. Esta relacion que se
observo entre el tamafio de la glandula oviducal y el tamafio del organismo también

fue observado por Soto-Lopez (2014) en la raya Raja velezi.

Debido a que el sistema reproductor en los elasmobranquios como C.
ventriosum esta adaptado a la fecundacion interna y a la produccion de cépsulas
ovigeras, el Utero que presentan muestra una estructura con diversas funciones:
proteccion, alojamiento y diversos tipos de nutricion recibidas por el embrién en
especies viviparas y, transporte y alojamiento de capsulas ovigeras en especies
oviparas (Hamlett, 2005; Galindez, 2016).
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Hamlett et al. (1998), reportaron en las especies oviparas que los Uteros son
simples y sofisticados, los cuales albergan la capsula ovigera durante la
esclerotizacion hasta la oviposicidn; ademas proveen oxigeno y permiten la absorcion
de agua. En la familia Scyliorhinidae la mucosa intrauterina se pliega y esta altamente

vascularizada, ademas es una estructura altamente secretora (Hamlett, 2005).

Capsula ovigera de Cephaloscyllium ventriosum

Todas las especies conocidas de tiburones tienen dos oviductos funcionales, lo
cual fue observado en el presente estudio, con la posibilidad de una sola, o rara vez,
dos cépsulas ovigeras por conducto (Grover, 1970), a diferencia de algunas especies
gue solo presentan un oviducto funcional a la vez, donde las hembras gravidas
muestran desarrollo embrionario en un oviducto y évulos infértiles en el otro. Se ha
atribuido que el apareamiento al realizarse de un lado en especifico, solo se llena un
oviducto (fecundacion unilateral), por lo que la eleccion de aleta pectoral por el macho
a la hora del apareamiento dicta el gonopterigio que utiliza e influye en cual oviducto

se recibe el esperma (Pratt & Carrier, 2005).

En las especies oviparas, a lo largo de este conducto, los 6vulos son fertilizados,
encapsulados y retenidos (en algunas especies) hasta la oviposicion, la encapsulaciéon

es el proceso dominante (Callard et al., 2005).

Los évulos fertilizados son envueltos en una capsula multilaminada proteica
(principalmente de coldgeno), dura, flexible y permeable como la observada en C.
ventriosum, formada por la glandula oviducal (Grover, 1970; Smith et al., 2004; Callard
et al., 2005, Harahush et al., 2007; Powter & Gladstone, 2008). Segun Koob & Strauss
(1998), esta capsula ovigera comienza a producirse después de la ovulacion. Hobson
(1930) reportd que la formacion de la capsula ovigera puede ocurrir sin el paso del 6vulo
a traves de la glandula.

Segun Koob & Callard (1999) y Lutton et al. (2005) la ovulacion en la raya
Leucoraja erinacea, se presenta cuando las capsulas ovigeras estan formadas entre

un cuarto y un tercio, y posteriormente el ovulo entra en la cdpsula. Similar en el tiburdn
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H. ocellatum, donde ocurre la ovulacion después de estar formada por lo menos hasta la

mitad la capsula ovigera (Lutton et al., 2005).

En C. ventriosum todas las capsulas examinadas, se encontraron completamente
formadas y con el évulo dentro, por lo que se podria decir que la hembra estaba a punto
de la oviposicion; sin embargo, esto es dificil de concluir, debido a que los organismos no
fueron examinados en vida silvestre, para estimar el intervalo de tiempo entre una puesta
y otra. Se infiere que la especie es de oviposicion constante debido al avanzado y elevado

numero de oocitos vitelogénicos ademas de presentarse completas las cipsulas ovigeras.

La fecundidad anual promedio para la familia Scyliorhinidae es de 60 cépsulas
ovigeras por afio, en rayas se estima un promedio de 59 capsulas ovigeras por afio
(Musick & Ellis, 2005; Powter & Gladstone, 2008). Sin embargo, se considera que
algunas rayas poseen fecundidad anual mayor, depositando capsulas ovigeras de 100
hasta >500, por afio. Especies estudiadas en cautiverio como Raja binoculata se registré
mas de 350 cépsulas ovigeras producidas anualmente (Soto-Lopez, 2014). Por lo
anterior se especula que los oviparos tienen mayor fecundidad anual que un viviparo,
pero el numero de organismos que logran tallas adultas son menores. La fecundidad
anual para Chiloscyllium punctatum en cautiverio se estimé en 115 + 3, durante dos
estaciones, siendo viables solo 38 capsulas ovigeras (Harahush et al., 2007. En un
grupo mas lejano como la quimera (tiburdn elefante o tiburén fantasma) Callorhinchus

milii deposita aproximadamente 20 capsulas ovigeras por hembra.

En este estudio la medicién de los tendrilios no se realizg, debido a que venian
destrozados en algunas capsulas ovigeras, sin embargo, fue evidente observar
tendrilios >2cm, mismo observado por Grover en una poblacién (1970; 1972) de
California, los cuales se encontraron cerca a la costa, a diferencia de otra poblacion
presente en la Isla Sta. Catalina, la cual no presentaba tendrilios largos (<2cm). Las
dimensiones de la capsula ovigera del presente estudio difieren a las descritas por
Grover (1972),

Normalmente el tamafio de las capsulas ovigeras se encuentra relacionado con

el tamafo de la hembra (Soto-Lopez, 2014), debido a las diferentes latitudes, como se
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discutio con anterioridad, pudiera ser que esta diferencia se deba a que los organismos
nacen también a longitudes mayores, por lo que las capsulas ovigeras necesitan
mayores dimensiones para otorgar espacio adecuado al embrién, siendo en este caso

mas largas que anchas.

Ubicar las zonas de oviposicion para C. ventriosum, es de suma importancia,
debido a que contribuyen a conocer el estatus de la poblacion y observar si las
hembras regresan a ovipositar cada temporada (Harahush et al., 2007; Soto-Lopez,
2014).

Machos

La madurez sexual con frecuencia es evaluada por la longitud y calcificacion de
los gonopterigios por diversos autores (Francis & Mace, 1980; Capapé et al. 2001;
Powter & Gladstone, 2008). En el estudio realizado con C. ventriosum, se concluyo
que es necesario complementar este analisis con histologia de los gonopterigios para
obtener un indicador més preciso de la estructura interna del 6rgano copulador, y
definir el traslape entre los conductos llenos de espermatozoides y el gonopterigio
calcificado, que ayude a determinar la talla en la cual el tiburdn ingresa a la poblacion
sexualmente activa, asi como las temporadas reproductivas. Los elasmobranquios
presentan especificas caracteristicas en la madurez sexual de sus gbnadas, a veces
se muestran rasgos similares entre especies, aunque su modo reproductivo sea
diferente (Tabla. 6).

Tabla 6. Caracteristicas generales del aparato reproductor de machos de diversos
elasmobranquios con distinto modo reproductivo.

Autor Afio | Localidad Especie Caracteristicas

Punta Lobos ., L.
Viviparo matrotrofico

y Punta Carcharhinus . . .
Hoyos- . L Testiculo** tipo diamétrico
. 2003 | Belcher, falciformis i :
Padilla 0. Cumulos de esperma tipo
B.C.S,, (tiburdn piloto)
. espermatozeugmata
Mexico

92



Viviparo matrotrofico

Costa Testiculos** tipo diamétrico
) Prionace f | da tubul
Carrera- 2004 Occidental lauca* (Tiburon ormaagrga a tubular con
Fernandez deB.CsS. |° | I6bulos visibles
MEXICOo. azul) Epididimo*** sin diferencias
claras con el conducto
deferente

Viviparo lecitotroéfico.
Testiculo** diamétrico

Gatica & Zonacentro | Aculeolanigra® | forma alargada tubular con
AcURa 2011 norte de y.Centroscylllum I6bulos visibles
Chile nigrum* Epididimo*** sin diferencias
claras con el conducto
deferente
Oviparo lecitotrofico
H 1 *% i Atri
Stephanie Bahia Testiculos**diamétrico
Bernal forma alargada tubular
Tortugas, . . ..
2017 BCS C. ventriosum I6bulos NO visibles
(presente M.éx.ic.c; Epididimo*** sin diferencias
estudio) claras con el conducto

deferente

DESCRIPCION ANATOMICA E HISTOLOGICA EN EL PROCESO DE
OVOGENESIS Y ESPERMATOGENESIS
Ovogénesis

La ovogénesis es similar en todos los vertebrados, aunque los condrictios
exhiben algunas particularidades (Galindez, 2016). Diversos autores sugieren que, en
el caso de este grupo en particular, para determinar la madurez sexual, debe existir
una combinacién de la morfologia externa del sistema reproductor y el andlisis interno
de las génadas. Los resultados de algunos estudios basados solo en la morfologia
externa no coincidieron con los resultados donde se realizé el trabajo histolégico,
debido a que se pueden encontrar organismos de tallas grandes, sin actividad
reproductiva, sobreestimandose la madurez sexual (Parsons & Grier, 1992; Maruska
et al., 1996; Carrera-Fernandez, 2004).
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En el presente estudio para C. ventriosum se logro identificar cuatro fases de la
ovogénesis, a diferencia del estudio de Diaz-Andrade et al. (2011) donde se
describieron la foliculogénesis completa clasificada en sietes fases, reportandose
desde oogonias, foliculos atrésicos hasta cuerpos lUteos para la raya Sympterygia

bonapartii.

El ovario maduro en hembras de C. ventriosum caracterizado por oocitos de
diferentes tamafios indico que el crecimiento folicular continua durante la ovulacion, la
formacién de capsulas ovigeras y la oviposicién. Esto es comparable a lo reportado
por otros autores y otras especies (Wourms & Demski, 1993; Awruch et al., 2008; Diaz-
Andrade et al., 2011; Gatica & Acufia, 2011).

El epitelio folicular en rayas pasa de epitelio simple a estratificado; mientras que,
en tiburones, las células incrementan su altura, pero no se estratifican, contrario a lo
observando en este estudio para C. ventriosum y a lo reportado por Awruch et al.
(2008) en C. laticeps, donde la estructura comenzé como un epitelio simple y a medida
que la ovogénesis avanzaba, el epitelio folicular se volvia pseudoestratificado, lo que
indic6 que existe variabilidad celular pero a la vez similitud entre algunos
elasmobranquios, por lo que no se deberia generalizar. En este estudio la identificacion
del epitelio germinal y las oogonias no se localizaron debido a la dificultad histol6gica

de ser reconocidas por su tamafo diminuto.

En otras especies el inicio del desarrollo ovarico se evidencia por la presencia
de numerosas oogonias y foliculos primordiales y escasos foliculos primarios
(Galindez et al., 2010). Diaz-Andrade et al., (2011) reportaron oogonias presentes

desde organismos inmaduros hasta maduros.

Existe una gran variacién del nimero de tipos y capas de células foliculares a
lo largo del desarrollo folicular, en este estudio se presentaron epitelios simples de una
linea continua de células hasta epitelios pseudoestratificados con mas de tres capas
de células sin orden aparente, con formas redondas u ovaladas (Prisco et al., 2002;
Hoyos-Padilla, 2003; Diaz-Andrade et al., 2011). Andreuccetti et al. (1999), Diaz-
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Andrade et al. (2011) y Galindez (2016) reportaron que la capa granulosa muestra en

todos los elasmobranquios, distintos tipos celulares.

Los foliculos primordiales, por depdésitos de glucoproteinas y proteoglucanos
muestran el inicio de la formacién de la zona pellucida. Al comenzar el crecimiento en
ndamero y tamafo de las células foliculares, con la tincion de Mallory, se lograron
observar células en forma de globo entre las células foliculares, similar a lo reportado

por Diaz-Andrade et al. (2011), siendo rodeado por epitelio simple plano.

A medida que la ovogénesis avanza y el oocito crece, el epitelio folicular de C.
ventriosum cambia su estructura, adquiere varias capas con la distinta organizacion,
simple a pseudoestratificado, igual a lo reportado por otros autores (Prisco et al., 2002;
Diaz-Andrade et al., 2011). Para la fase de foliculos primarios, el oocito de C.
ventriosum ya esta rodeado por células simples cuboides con forma oval, a diferencia
de otras especies donde estas células se observan mas rectangulares y el oocito ha
aumentado su tamafio gradualmente, ademas incrementando el numero de organelos
(Andreuccetti et al., 1999; Diaz-Andrade et al., 2011; Galindez, 2016).

En C. ventriosum y otros elasmobranquios, el epitelio folicular cambia
drasticamente al dar inicio la vitelogénesis, volviéndose polimérfico y con multicapas
(Andreuccetti et al.,, 1999). En la raya Sympterygia bonapartii Diaz-Andrade et al.
(2011), observaron que el epitelio folicular se vuelve estratificado cilindrico cuando el
foliculo alcanza didmetros >450 um, en C. ventriosum estd pseudoestratificacion se
observé con foliculos >900 um. Este aumento de las superficies de contacto con el
oocito se debe a los precursores vitelinos (vitelogeninas). Las vitelogeninas son
producidas en el higado transportadas por la sangre, llegan al foliculo, y a través de
las células foliculares ingresan hacia el citoplasma del oocito (Galindez, 2016).

La relacion de intercambio entre el oocito y las células de la granulosa se lleva
a cabo atravesando la zona peldcida, formando proyecciones citoplasmaticas
denominadas “puentes intercelulares”, no observados en C. ventriosum por el poder
de resolucion del microscopio 6ptico. En este punto, al inicio de la acumulacion vitelina,

la zona pelucida alcanz6 su maximo grosor, en el presente estudio fue >34 um.
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Galindez (2016) lo reportd en condrictios, como el mayor espesor de todos los
vertebrados, sin embargo, no especificdé medidas, al igual que Diaz-Andrade et al.

(2011), quienes describieron esta caracteristica evidente.

Los foliculos que superaron 1-2 mm de diametro en C. ventriosum mostraron el
comienzo de la acumulacion de vitelo, a diferencia de lo reportado por Awruch et al.
(2008) con ovarios pequefios que contenian foliculos de menos de 7 mm de diametro
con vitelo no visible, logrando distinguir el inicio de la vitelogénesis hasta los foliculos
con aproximadamente 10 mm de didmetro. En todos los elasmobranquios se acumulan
granulos de vitelo que aumentaran de tamafio hasta obtener placas elipticas conforme

avance el desarrollo folicular.

En la fase pre-ovulatoria la zona pelicida de C. ventriosum se vuelve mas
delgada, debido a que deja de presentar proyecciones. Entre cada especie, el diametro
maximo que alcanza el oocito para ser ovulado puede variar (Andreuccetti et al., 1999;
Galindez, 2016).

El espacio que deja el foliculo ovulado forma el “cuerpo luteo”, Galindez (2016)
mencion6 que esta fase es poco representada por su poca duracién en las especies
gue depositan capsulas ovigeras, en este sentido, en este estudio no fue posible
observar la formacion de cuerpos luteos para su descripcién. Por otro lado, en
elasmobranquios viviparos esta fase se mantiene por mas tiempo (Soto-Lopez, 2014,
Galindez, 2016). Esto pudiera deberse al hecho de que las especies oviparas al ser
de oviposicion constante reabsorben con mayor rapidez las estructuras, por lo que en

este estudio no fue posible observar la representacion de esta fase.

Aungue la ovogénesis es similar en todos los vertebrados, existe una gran
diversidad en los epitelios foliculares entre cada especie de elasmobranquio, sin existir
un patron consistente, localizando diferentes tipos y tamanos celulares. Al observar
oocitos en diferente grado de desarrollo se puede concluir que C. ventriosum es un
desovador parcial asincronico, donde la hembra libera los foliculos de a uno por vez,
hacia el ostium. Presentandose el aumento caracteristico de la zona pellcida y una

pseudoestratificacion folicular antes de la ovulacion.
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Espermatogénesis

La espermatogénesis en C. ventriosum, presentd un tipo de organizacion
testicular tipo diamétrico (el desarrollo de espermatocistos procede de la zona germinal
a través del diametro del testiculo), similar a lo reportado para especies del mismo
género como Cephaloscyllium laticeps (Awruch et al., 2008) y para otras especies
como el tiburén Sphyrna tiburo (Parsons & Grier, 1992), tiburén piloto Carcharhinus
falciformis (Hoyos-Padilla, 2003), tiburén azul Prionace glauca (Carrera-Fernandez,
2004). Las fases de la espermatogénesis dentro del espermatocisto, ocurre de manera
similar en los elasmobranquios, solo cambia el nimero y la manera de proliferacion de

estos espermatocistos.

El tipo de organizacion diamétrico presentado en C. ventriosum, ha sido un
patron similar en los elasmobranquios del orden Carcharhiniformes, sin descartar su
aparicion en otros elasmobranquios, algunos del orden Squaliformes, como
Centroscymnus coelolepis y Centrophorus squamosus (Girard et al., 2000). Existen al
menos tres tipos distintos de testiculos: radial, diamétrico y compuesto, esto por el
origen y propagacion de los espermatocistos (Pratt, 1988; Parsons & Grier, 1992;
Hamlett, 2005).

Se describieron siete etapas de la espermatogénesis en C. ventriosum y cubren
los diversos cambios celulares que se llevan a cabo durante todo el proceso. Se
observaron distintas zonas de espermatocistos, que contienen espermatogonias
primarios y secundarios, espermatocitos primarios y secundarios, espermatidas y
espermatozoides, similar a lo descrito para Sphyrna tiburo (Parsons & Grier, 1992) y
observado también por Girard et al. (2000). Wourms (1977) clasifico y describié solo

seis etapas para Scyliorhinus canicula.

En el desarrollo testicular de tipo diamétrico, cada zona se encuentra ocupada
por espermatocistos con células espermatogénicas en desarrollo similar. Estos van
migrando hacia el otro extremo del testiculo (Parsons & Grier, 1992; Girard et al., 2000)

los cuales se conectan a los conductos del epididimo y conductos deferentes.
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El tipo de organizacion testicular, el tejido con conductos intratesticulares, se
observan con epitelio cilindrico simple o pseudoestratificado, presentando cilios o
estereocilios. Similar a lo observado en los epididimos, glandulas de Leydig y
conductos deferentes de C. ventriosum, que presentaron epitelios

pseudoestratificados con estereocilios.

Los organismos inmaduros presentaron todas las etapas de la
espermatogénesis, sin embargo, presentaron mayor cantidad de espermatocistos en
sus primeras etapas de desarrollo espermatico (80%) y poca cantidad de
espermatocistos con espermatozoides maduros, similar a lo reportado por Galvan-
Tirado (2007) para Carcharhinus falciformis y Girard et al. (2000) para Centroscymnus

coelolepis y Centrophorus squamosus.

Para los organismos maduros de C. ventriosum todas las etapas
espermatogénicas fueron descritas. EI 40% de los espermatocistos contenian
espermatidas o espermatozoides, ademas de la disminucion del 6rgano epigonal como
reporta Galindez (2016). Girard et al., (2000) documentaron que tanto C. coelolepis
como C. squamosus, no presentan ningun organo epigonal, un patrén caracteristico

gue se ha reportado para varias especies de aguas profundas.

El analisis histolégico mostré formacion de espermatozoides maduros en
testiculos desde organismos inmaduros, los cuales aun presentaban gonopterigios sin
calcificar. Por lo que se concluye que para C. ventriosum el érgano que determinara
su estado de madurez y su actividad de apareamiento serd el gonopterigio,

independientemente si se encuentran espermatozoides listos en los testiculos.

GLANDULA OVIDUCAL

La importancia de conocer a detalle la estructura microscépica de la glandula
oviducal de C. ventriosum, radica en que, en las especies oviparas se encarga de la
produccion de la capsula ovigera, que sera depositada en el medio marino al inicio de
la embriogénesis y en algunas especies es responsable del almacenamiento de
esperma (Smith et al., 2004; Hamlett, 2005; Awruch et al., 2008; Bejarano-Alvarez,
2011; Moura et al., 2011; Galindez, 2016). Dicha glandula es un érgano especializado
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y exclusivo en la mayoria de los condrictios. Su importancia esta relacionada con las
estrategias reproductivas de cada grupo (Hamlett et al., 1998; Smith et al., 2004;
Galindez et al.,, 2010). Se encarga de transferir los huevos al Utero, secretar una
gelatina que rodea y protege al 6vulo fecundado y embriones en desarrollo, funciona

como un dispositivo estructural hidrodinamico (Koob & Straus, 1998).

Al igual que en otras especies, la glandula oviducal de C. ventriosum a nivel
microscopico mostré cuatro zonas morfofuncionales, similares a las descritas para
otros condrictios, Smith et al. (2004) lo reportaron en la quimera Callorhynchus mili,
Moura et al., (2011) para el tiburén Centroscymnus coelolepis y Galindez et al., (2010)
para la raya Sympterygia bonapartii. Hamlett (2005) mencion6é que estas zonas se
distinguen inclusive en especies con diferente modo reproductivo. Cada una de las
zonas es responsable de una uUnica funcién, se caracterizan por su diferente
organizacion histologica y por afinidad de tincion, en C. ventriosum y otros
elasmobranquios se presentan reaccion positiva a la tincion de PAS+ y H-E (Pratt,
1993, Smith et al., 2004; Moura et al., 2011).

Con base a su perfil histolégico en un corte longitudinal, siendo de anterior-
posterior, se reconocen: zona club, zona papillary, zona baffle y zona terminal (Hamlett
et al., 1999; Hamlett, 2005; Moura et al., 2011). Secretan mucosas y/o proteinas con
funcion definida, estas mostradas a través de tinciones especificas (histoquimicas),

exponiendo fuerte coloracion positiva en ciertas zonas (Pratt, 1993, Smith et al., 2004).

Con los resultados obtenidos en el analisis histolégico de la glandula oviducal
de C. ventriosum, se evidencié que las cuatro regiones estan revestidas por epitelio
cilindrico ciliado, variando a lo largo de la glandula entre simple y pseudoestratificado,
con células redondas u ovaladas, varios autores lo generalizan como epitelio cilindrico
“simple” ciliado (Smith et al., 2004; Soto-Lopez, 2014; Galindez, 2016). Este tipo de
epitelio ayuda al movimiento de embriébn o capsula ovigera, dentro de la propia
glandula oviducal. Cada zona se acompafia por acinos mixtos, con una porcién
secretora y una conductora (ciliada); las secretoras muestran nucleo basal y las células

ciliadas nucleo cerca del lumen (Smith et al., 2004).
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Para C. ventriosum no se observo transicion entre la zona club y zona papillary,
en cambio fue muy evidente la transicién de coloracion (PAS+ y Mallory) entre la zona
papillary y la zona baffle, a lo que Hamlett (2005) reporté en otros elasmobranquios
como “Bonding papillary lamella”, traducido como unién con la lamina papilar. Esta
transicion se logré observar en C. ventriosum, tanto en hembras con glandulas
maduras como en hembras con glandulas en maduracion, esto debido a que la
glandula oviducal secreta con anticipacion las sustancias que daran la formacion a la
capsula ovigera, antes de que el 6vulo fertilizado llegue al lumen de la glandula. Por lo
qgue la zona de transicion se relaciona con el estado activo reproductivo en que se

encuentre el organismo.

Las secreciones producidas por la zona club y la zona papillary fueron
reportadas por Smith et al., (2004) como PAS+, debido a que el conjunto de estas
regiones son las encargadas de producir una sustancia gelatinosa que rodea al oocito
en sus primeras etapas. Produciendo asi una mezcla de mucopolisacaridos y algunas
proteinas. El resultado final es una capa gelatinosa muy espesa hidrodinamica en la
gue se mueve el 6vulo (Koob & Straus 1998; Serra-Pereira et al., 2011; Galindez,
2016).

Esas secreciones son evidentes tanto hembras inmaduras como maduras, la
coloracion se intensifica en las hembras en ovulaciéon o con desarrollo de capsula
ovigera. En batoideos como Raja velezi, se identificé una barrera celular de transicién
entre la zona club y la zona papillary con mayor intensidad en la primera zona, siendo

PAS+, no identificada en otros batoideos (Soto-Lépez; 2014).

Smith et al. (2004) reporté la presencia de acidos sulfatados y no sulfatados en
la zona baffle. Asimismo, mencioné que el material secretado tiene como funcion
formar la capa de union que adhiere el componente mas periférico de la capa
gelatinosa al interior de la capsula ovigera, lo que ayuda a evitar movimientos bruscos
del 6vulo dentro de la cipsula ovigera. Serra-Pereira et al. (2011) y Galindez (2016),
reportan que las secreciones sirven como una envoltura ligera y lubricante que delimita
entre la capsula ovigera y el embrion. En este sentido, se asume que estas secreciones

funcionan de manera similar en C. ventriosum debido a la reaccién PAS+.

100



En C. ventriosum la zona baffle fue la que presenté mayor nimero de laminillas
aplanadas apicalmente, alternadas con laminillas mas cortas “Spinnerets”, al ser la
encargada de secretar y formar la capsula dura que encierra el huevo, similar a lo
reportado para la raya Sympterygia bonapartii (Galindez et al., 2010), debido a que se
trata de especies oviparas y su especializacion se enfoca en esta zona, a diferencia
de los reportado por Musick & Ellis, (2005) en las especies viviparas, donde pueden
carecer de esta zona o estar reducida por baja funcién, al formar solo una ligera
membrana, como en Urobatis halleri y U. jamaiciencis las cuales no producen una

capsula dura.

Smith et al. (2004) y Galindez (2016) mencionaron que el sistema de pliegues
largos y cortos alternados sirven de guia para la extrusion y polimerizacion de las
laminas que formaran la cdpsula ovigera multilaminada. Se fusionan los productos
secretores de las laminillas adyacentes y cada ranura transversal posterior afiade una

y otra lamina a la cipsula.

Las células de la glandula oviducal de C. ventriosum reflejan una variacién en
su composicion histoquimica durante la gestacion, mostrando sintesis y actividad
secretora, donde se observan granulos de vitelo en el lumen de la zona baffle, por lo
que Callard et al. (2005) consideraron que no es fiable solo la descripcidn a este nivel,

si no se debe, siempre acompafiar de informacion morfologia.

La zona terminal, nombrada asi por su posicion, en especies oviparas es mas
amplia y extensa que las otras. Se le atribuye el generar las ornamentaciones, como
filamentos (tendrilios) y curvaturas (cuernos) que acompafian a la cdpsula ovigera, que
les sirven para facilitar que se adhieran al sustrato, ya sea arena, rocas o vegetacion,
ademas de tener la funcion asociada con el almacenamiento de esperma, si es que la
especie cuenta con esta caracteristica (Pratt, 1993; Hamlett et al., 1998; Smith et al.,
2004; Hamlett, 2005; Galindez, 2016).

Moura et al. (2011) describieron en todas las regiones excepto la zona terminal,

un epitelio simple cilindrico ciliado, seguido por una membrana basal y tejido conectivo.
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A diferencia de las otras zonas, la zona terminal no estd organizada en
laminillas, sino que esta revestida de pequefas a grandes muescas (Smith et al., 2004;
Moura et al., 2011). En este trabajo est4 organizacion se observé de manera similar,
sin embargo, se logro detectar un epitelio cilindrico ciliado, con células muy grandes
ovaladas; se evidencio también, el aumento en niamero de tubulos secretores en
hembras maduras o prefiadas a diferencia de la glandula de hembras inmaduras,

donde a partir de esta zona estd ocupado sol6 por tejido conjuntivo.

La zona terminal estd compuesta de acinos mixtos dispersos con diferente tipo
de secreciones (mucosos 0 serosos) como en R. eglanteria y Callorhynchus milii
(Smith et al., 2004). Galindez et al. (2010), sugirieron que los acinos secretores,
producen las ornamentaciones mientras que los acinos mucosos las recubren de

maoco.

Después de la liberacion de los embriones o capsulas ovigeras, los acinos estan
vacios, aunque algunos aun demuestran la produccion de secreciones con PAS+ en
el epitelio. La porcion inmediata adyacente del Gtero se dilata draméticamente, esto,
es mas evidente en las especies que producen cépsulas ovigeras. Al final la zona

terminal se continua con el utero (Smith et al., 2004; Moura et al., 2011).

Almacén de esperma en hembras: Glandula oviducal

Siempre que se habla del éxito reproductivo de los elasmobranquios, se pasa
por alto una de las mayores razones para ser considerados exitosos, la cual es la
posibilidad de almacenar esperma por tiburones machos y hembras (Pratt & Tanaka,
1994).

Esta estrategia de almacenamiento, incluye algunos condrictios de varias
familias: Alopiidae, Lamnidae, Carcharhinidae, Triakidae, Sphyrnidae vy
Callorhinchidae (Pratt, 1993; Hamlett et al., 1998; Smith et al., 2004). En algunas
especies el esperma se almacena en las glandulas oviducales (Wourms, 1977; Pratt,
1993; Pratt & Tanaka, 1994; Smith et al., 2004; Hamlett, 2005; Galindez et al., 2010;
Moura et al., 2011). Grover (1970) observd espermatozoides almacenados en la

glandula oviducal de C. ventriosum en poblaciones de California. Bejarano-Alvarez
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(2011), reporté también este almacenamiento para la especie; sin embargo, el nivel de
analisis no les permitié realizar una descripcion a detalle de los tipos celulares
presentes en la glandula oviducal y la forma en espiral que se evidencio en este
estudio. Por lo que, este trabajo actualizo, reafirmé y amplio la estrategia reproductiva

de almacenar esperma para la especie.

De acuerdo con Pratt (1993) se han descrito tres patrones de inseminacion y
almacenamiento de esperma en once especies de tiburones: 1) sin almacenamiento o
la inseminacién se da de manera inmediata (en dias), como en tiburones Lamna nasus
y Alopia vulpinus, 2) el almacenamiento es corto (semanas a meses), con inseminacion
pausada encontrada en tiburon cazén R. terraenovae y 3) almacenamiento a largo
plazo con inseminacion repetida, los cuales pueden almacenar espermatozoides

durante meses o afios (P. glauca).

El almacenamiento a largo plazo es reportado mas en tiburones migratorios
(Wourms, 1977; Pratt & Tanaka, 1994) como Prionace glauca, Carcharhinus obscurus
y diferentes especies de tiburones de la familia Sphyrnidae como S. lewini (Pratt, 1993)
y S. zygaena, este Ultimo registrado por Bejarano-Alvarez (2011). Por lo que, la

estrategia de almacenar esperma asegura la fertilizacion de manera eficiente.

Las hembras que ovulan asincronicamente fertilizan con éxito con esperma que
se ha almacenado durante varios meses (Wourms, 1977), en este sentido, se sugiere
gue C. ventriosum presenta almacenamiento a corto plazo, de semanas a meses,
debido a que la especie oviposita de manera continua a través del afio, pero no se
descarta un almacenamiento a largo plazo. Aunque también se debe sefalar que se
cuenta con el reporte para una hembra adulta de C. ventriosum, que fue separada de
machos tres afios antes, dar descendencia por partenogénesis, descartandose el

almacenamiento de esperma mediante estudios genomicos (Feldheim et al., 2016).

C. ventriosum es una especie con diversas estrategias de adaptacion
reproductiva, con almacenamiento de esperma, donde aprovecha cualquier
oportunidad de aparearse y asegurar su descendencia y el probable uso de la

partenogénesis en ausencia de machos. La presencia de la glandula oviducal provee

103



ventajas, a manera de estrategia reproductiva para especies tanto migratorias o con
desplazamientos cortos (ejemplo: especies de aguas profundas) que presentan
segregacién sexual, como esta especie, aumentando asi la eficiencia en la

reproduccion (Moura et al., 2011).

En el presente estudio para C. ventriosum se reafirmo la posibilidad de localizar
esperma tanto en zona baffle como zona terminal de la glandula oviducal, lo que
sugiere que las dos zonas secretan sustancias que conservan a los espermatozoides

viables.

Hamlett et al. (1998) reportaron que el almacenamiento de esperma en distintos
elasmobranquios se presenta exclusivamente en la zona terminal, a diferencia de este
estudio y otros trabajos con diversos autores que sugieren la zona terminal y la zona
baffle, con capacidad de almacenar esperma (Smith et al., 2004; Hamlett, 2005;
Bejarano-Alvarez, 2011; Moura et al. 2011; Soto-Lopez, 2014).

En este estudio el esperma se concentr6 en la parte central del lumen del acino,
presentandose espermatozoides solitarios o en cumulos, ademas se logran observar
en diferentes acinos separados entre si, similar a lo reportado por Bejarano-Alvarez

(2011), en S. lewini, S. zygaena y C. ventriosum.

Pratt (1993) describi6 el almacén de espermatozoides en paquetes densos o de
forma libre dentro de lo glandula oviducal. El analisis microscépico de C. ventriosum,
indic6 que la cantidad de esperma almacenado fue escaso dentro de los acinos, de 1
a 5 espermatozoides o ligeros ciumulos que impidieron contarlos, a diferencia de lo
reportado para especies viviparas, las cuales presentan densas masas que saturan el
acino (Bejarano-Alvarez, 2011). Los acinos llenos de espermatozoides puede ser el
resultado de inseminaciones repetidas, algo que es esencial para esta especie de

tiburdn, por su oviposicion constante (Smith et al., 2004).

En C. ventriosum la presencia de esperma variaba, encontrandose en acinos
mucosos pequefios o largos de forma oval ubicados desde la periferia de la glandula

hasta cercanos al lumen, pero siempre con presencia de abundantes células ciliadas,
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se mantienen dispuestos alrededor del lumen del acino, similar a lo observado en una
raya (Soto-Lopez, 2014), con la misma ubicacion de almacén de esperma, desde la
periferia, hasta el centro (lumen) de la glandula oviducal, a partir de la zona terminal,
a diferencia de lo observado por Bejarano-Alvarez (2011), donde encontré los
espermatozoides sélo en la parte inferior de la glandula oviducal, en una glandula que

microscopicamente forma una “S” en su interior.

Para este estudio, en C. ventriosum, independientemente si se trata de la zona
baffle o la zona terminal, los acinos con abundantes cilios elaboran una matriz en el
lumen que ayuda con el almacenamiento, el transporte, conservacion y nutricion de
los espermatozoides dentro de la glandula oviducal hasta el momento de ser utilizados

para la fertilizacion (Hamlett et al., 2002; Soto-Lopez, 2014).

Almacén de esperma en machos

Después de la espermiacion (proceso fisioldgico de liberacién de los espermas
a la luz tubular) los espermatozoides se observan libres en el epididimo (Girard et al.,
2000), y conductos deferentes. En C. ventriosum y otros elasmobranquios la presencia
de esperma a nivel de esta zona fue viable (Galindez, 2016). El almacenamiento de
espermatozoides se observa hasta la vesicula seminal, donde puede permanecer
varias semanas o mas, antes de que exista copula (Pratt & Tanaka, 1994). Los
espermatozoides se pueden observar en dos diferentes agregados en la vesicula
seminal: espermatozeugmata o espermatoforos (Pratt & Tanaka, 1994; Moura et al.,
2011).

Lépez (1944) reporto que, en los elasmobranquios machos, el rifién anterior
(mesonefros) en el estado adulto es una glandula anexa al aparato genital (glandula

de Leydig). La funcion renal en el estado adulto la cumple solamente el rifidn posterior.

En el epididimo y glandula de Leydig de C. ventriosum los espermas se
observan de manera libre. Se comienzan a observar indicios de agrupamiento
posterior al epididimo, en el conducto deferente, similar a lo observado para

Centroscymnus coelolepis (Moura et al., 2011) y Raja velezi (Soto-L6pez, 2014).
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La glandula de Leydig es una region modificada del rifion, que desemboca al
conducto deferente (Wourms,1977). La funcion de esta glandula consiste en secretar
la mayor parte del liquido seminal; una matriz que ayuda en agrupar a los
espermatozoides (espermatozeugmata o espermatéforos) y colabora con el desarrollo
de la motilidad espermatica (Wourms, 1977; Hamlett, 2005; Galindez, 2016).

En C. ventriosum el epididimo y la glandula de Leydig estan delimitados por un
epitelio pseudoestratificado ciliado, difiere a lo reportado para otros elasmobranquios
como el tiburon Centroscymnus coelolepis (Moura et al., 2011) y la raya Raja velezi

(Soto-Lépez, 2014) los cuales presentan epitelio cilindrico ciliado.

En el lumen, junto a la matriz seminal de los conductos de C. ventriosum, se
observan vesiculas secretoras, las cuales segun Hamlett (1999) y Engel & Callard
(2005), se tratan de residuos de las células de Sertoli (residuos citoplasmaticos);
sugieren tienen una implicacion en la maduracion final de los espermatozoides.
Presentan una reaccion a PAS+ y Eosina. Hamlett (2005) reportdé para el género
Squalus que estos residuos son ricos en lisina, cisteina y triptéfano. Se report6 otras
estructuras ligadas a la membrana de Sertoli que contenian mitocondrias, ribosomas,
lipidos y reticulo endoplasmico (Hamlett, 1999). Se recomienda ampliar los estudios
para C. ventriosum para examinar si estas vesiculas secretoras son similares a las

descritas para los otros elasmobranquios y mantiene la misma funcion.

El conducto de C. ventriosum se engrosa posterior al epididimo, continta el
conducto deferente. Mostr6 un epitelio pseudoestratificado ciliado con
espermatozoides en el lumen mayormente acomodados en pequefios grupos
alineados. El epididimo de Centroscymnus coelolepis lo reportan como epitelio simple
cilindrico ciliado, con esperma individual, en ocasiones se observan pequefas

agrupaciones alineadas de manera simple (Moura et al., 2011).

En el lumen de C. ventriosum las inclusiones de lipidos, ademas de las
vesiculas secretoras, contribuyen a la matriz seminal, nutren los agrupamientos de
espermatozoides que daran origen al particular almacenamiento de cada especie, ya

sea espermatozeugmata o espermatoforos. La fuente principal de esta ayuda
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secretora proviene de la glandula de Leydig y del epididimo (Pratt & Tanaka, 1994;
Hamlett, 2005; Soto-Lopez, 2014).

En el presente estudio no se obtuvieron muestras de vesicula seminal, por lo
que no se puede establecer el tipo de agrupamiento final que presentan los
espermatozoides almacenados, sin embargo, se sugiere el tipo espermatozeugmata,
debido a que se observa en la parte posterior del conducto deferente espermas no
encapsulados por matriz mucosa, es decir con espermatozoides desnudos unidos solo
por las cabezas, similar para S. acanthias, con esperma empaquetado (Moura et al.,

2011) y observado en otras elasmobranquios oviparos (Hamlett, 2005).

Asimismo, se observaron testiculos y conductos con presencia de
espermatozoides en todos los ejemplares analizados, por lo que el gonopterigio fue el
indicador principal para considerar un organismo maduro o inmaduro, seguido por la
cantidad de espermatozoides almacenados. Se sugiere que para determinar la
madurez sexual en machos de C. ventriosum deben ser consideradas, tanto las
caracteristicas macroscoépicas del gonopterigio como la presencia de agregados
espermaticos en los testiculos y conductos, asi como la relacién que guarda el tamafio

del organismo y el tamafio del érgano copulador (Pratt & Tanaka, 1994).
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CONCLUSION

La investigacion realizada en C. ventriosum aporta informacion precisa de la
actividad reproductiva de la especie en la zona de estudio. Debido a que las hembras
presentaron tallas mayores y una dominancia en proporcién con respecto de los
machos, se sugiere un dimorfismo sexual por tamafio y una posible segregacion sexual
en el area. Se confirma que esta especie es ovipara, con un ovario funcional y en el
caso de los machos el sistema reproductor es pareado con ambos testiculos
funcionales. Se obtuvo por vez primera la Lso para ambos sexos, para lo cual fue
necesario integrar los estudios macroscopicos e histoldgicos, con el fin de observar
indicadores mas precisos. El desarrollo folicular es asincronico y se distinguen cuatro
fases de la ovogénesis. Las hembras de esta especie almacenan esperma en la
glandula oviducal, Unicamente en dos de las cuatro zonas secretoras que presenta
(zona baffle y zona terminal). Los testiculos se caracterizan por su desarrollo
diamétrico y dado que, tanto en los organismos inmaduros como los maduros estan
presentes todas las etapas de la espermatogénesis, se concluyd que es necesario
llevar a cabo andlisis histolégicos mas detallados de la dinamica de la
espermatogénesis en conjunto con el proceso de maduracion y rotacion del

gonopterigio, indicador macroscépico de la madurez sexual.

Al haber realizado un analisis macroscépico e histologico del sistema
reproductor de machos y hembras de C. ventriosum se obtuvo informacion precisa de
las estructuras que lo componen, generando un conocimiento certero del proceso de
maduracion. Con lo que se demuestra la importancia de implementar el analisis
microscopico a manera de avalar los resultados morfocromaticos, empleados

generalmente en el manejo de las pesquerias.
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RECOMENDACIONES

+ Realizar muestreos de esta especie hacia zonas mas oceanicas, con la finalidad

de corroborar la segregacion sexual y buscar a los machos.

¢ Realizar estudios de captura y liberacion de neonatos de C. ventriosum en el
area de pesca, acompafados de estudios sobre las caracteristicas geograficas
y ambientales, con el fin de confirmar la posible zona de area de crianza y

reproduccion.

¢ Realizar estudios de genética de poblaciones, con el fin de determinar si es una
o dos poblaciones las que se encuentran en la zona del Pacifico.

¢ Implementar un muestreo donde se obtenga todo el intervalo de tallas que
presenta la especie, con el fin de observar el proceso de maduracion en etapas

tempranas de la ontogenia.
¢ Se sugiere integrar un estudio microscopio del proceso de maduracién del

testiculo y gonopterigio en conjunto con los cambios morfocrométicos de ambas

estructuras.
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Anexo 1. Adaptacion de los tiempos para la deshidratacion de las sub-muestras
de C. ventriosum. Técnica Histolégica:

Tamafio Tamafo Tamafio
Sustancia de muestra de muestra de muestra
Y2alcm 2cm 3a5cm
Alcohol 70° 60 minutos 90 minutos 180 minutos
Alcohol 80° 60 minutos 90 minutos 180 minutos
Alcohol 96° 60 minutos 90 minutos 180 minutos
Alcohol 96 60 minutos 90 minutos 180 minutos
Alcohol 96 60 minutos 90 minutos 180 minutos
Alcohol 100° 60 minutos 90 minutos 180 minutos
Alcohol 100° 60 minutos 90 minutos 180 minutos
Alcohol 100° 60 minutos 90 minutos 180 minutos
Alcohol-
Cloroformo 15 minutos 15 minutos 30 minutos
11
Cloroformo 7 minutos 7 minutos 20 minutos
Cloroformo-
Parafina 30 minutos 30 minutos 50 minutos
11
Parafina 1 120 minutos 120 minutos 150 minutos
Parafina 2 120 minutos 120 minutos 180 minutos
Inclusion en
varafina indefinido indefinido indefinido




