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GLOSARIO DE TERMINOS

Atresia: Proceso mediante el cual se degradan los foliculos y el vitelo se reabsorbe para
reciclado (Skinner, 2018).

Almacén espermatico: Region de la glandula oviducal que puede contener espacios
glandulares tubulares llenos de paquetes esperméticos (Carrier et al., 2012).

Célula de Sertoli: Células somaticas alojadas en los testiculos con funciones de soporte,
nutricién y regulacién de la espermatogénesis a través de su interaccion con la Hormona
Foliculoestimulante (FSH) (Griswold, 1998).

Células de la Granulosa: Capa celular que representa la laAmina mas basal del foliculo. Tiene
un papel importante en la produccion de estrégenos (Pawlina, 2016).

Células de la Teca: Vaina de células de tejido conjuntivo originadas a partir de las células
del estroma, encontradas en la porcidon mas externa del foliculo. Se dividen en Teca interna
(presenta receptores de hormona LH) y externa (Pawlina, 2016).

Clave Juliana: Clave de identificacién basada en la fecha juliana de cada muestra. Esta
considera a los dias del afio desde el 1° de enero como el dia 1 y hasta el dia 31 de diciembre
como el dia 365 (366 en afio bisiesto).

Cloaca: Camara de unién y salida entre el tracto urinario, reproductivo y digestivo (De Luliis
& Pulera, 2007).

Ducto Deferente: Tubulo de transporte de espermatozoides desde el epididimo hacia las
vesiculas seminales (Britannica, 2018).

Ducto Seminifero: Epitelio seminifero en forma de tubo estrecho que esta rodeado por una
membrana propia (Ross & Pawlina, 2016).

Epididimo: Estructura compuesta de los vasos eferentes y otros conductos, donde los
espermatozoides experimentan la Ultima etapa de maduracién, antes de pasar al ducto
deferente (Ross & Pawlina, 2016).

Espermatocistos: Grupo de células espermatogénicas en el mismo estadio de desarrollo.
Rodeadas por el citoplasma de células de Sertoli que las envuelven (Tabares et al., 2005).

Espermatocito primario: Primera fase de desarrollo en la espermatogénesis, después de la
diferenciacién de las espermatogonias (Ross & Pawlina, 2016).

Espermatocito secundario: Etapa de desarrollo producto de la primera division de los
espermatocitos primarios (Ross & Pawlina, 2016).

Espermatogénesis: Todos los eventos que permiten la transformacion de espermatogonias
hacia espermatozoides (Sadler, 2003).

Espermatogonia: Células germinales que proliferan por mitosis para dar lugar a poblaciones
celulares destinadas a ser espermatocitos (Ross & Pawlina, 2016).
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Eucromatico: Regién de la cromatina nuclear levemente compactada que permite la
transcripcion de genes (Skinner, 2018).

Fecundacion: Fusién del citoplasma de ambos gametos sexuales, incluyendo sus ndcleos,
resultando en una célula diploide (Van der Bie, 2001).

Foliculogénesis: Proceso de formacién de las capas celulares que envuelven al oocito
(Células de la granulosa y Células de la Teca) (Skinner, 2018).

Gametogénesis: Proceso de diferenciacion de células germinales hacia gametos sexuales
(Van der Bie, 2001).

Glandula Oviducal: Region especializada de la porcién anterior del oviducto en peces
cartilaginosos. Se encargan de la produccién de los componentes del envoltorio de los oocitos
fertilizados (Hamlett, 2005).

Gonopterigio: Organo copulador masculino que se presenta de forma pareada en la region
central de las aletas pélvicas (Carrier et al., 2012).

Oocito: Célula germinal en el primer estadio de la oogénesis, producto de la diferenciacion
de las oogonias (Mc Millan, 2007).

Oogénesis: Proceso mediante el cual se produce la diferenciacion de oogonias hacia oocitos
(Van der Bie, 2001).

Oogonia: Célula germinal femenina (Gilbert, 2005).

Ostium: Abertura con forma de cono, que interviene en el desplazamiento de los oocitos
desde el ovario hacia el oviducto (Carrier et al., 2012).

Ovario: Organo sexual femenino cuyas principales funciones son la produccién de oocitos y
hormonas esteroides (Ross & Pawlina, 2016).

Oviducto: Tubulos de traslado de oocitos desde el ovario hasta el Gtero (Carrier et al., 2012).
Ovulacién: Liberacion de un oocito maduro, disponible para la fecundacion (Skinner, 2018).

Placenta: Organo derivado de tejidos extraembrionarios y maternos que participa en el
intercambio fisiol6gico de sustancias entre la madre y el embrion (Pawlina, 2016).

Rifiod6n: apertura distal de tejido cartilaginoso en los gonopterigios (Carrier et al., 2012).

Espineretes: Pliegues epiteliales asociados a las lamelas de secrecion en la zona bafle de
la glandula oviducal. (Hamlett, 2005).

Tejido/Organo Epigonal: Tejido de soporte (testiculos y ovarios) de elasmobranquios,
compuesto de granulocitos y linfocitos. Presenta procesos hematopoyéticos (Carrier et al.,
2012).

Vesicula seminal: Organo de almacenamiento de esperma previo a la copula (Carrier et
al.,2012).
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Vitelo: EIl contenido del ooplasma de un oocito maduro, que provee al embrién de los
nutrientes esenciales para su desarrollo (Skinner, 2018).

Vitelogénesis: Proceso mediante el cual los oocitos acumulan sustancias de nutricion,
indispensables para el desarrollo embrionario (Gémez, 1995).

Zona baffle: Tercer porcién (Rostro-caudalmente) de la Glandula Oviducal. Se encarga de
la produccion de la capsula ovigera (Hamlett, 2005).

Zona club: Primer porcion (Rostro-caudalmente) de la Glandula Oviducal, encargada junto
con la Zona Papilar de la produccién de las capas gelatinosas que protegen al oocito y/o a
los embriones. Se caracteriza por la presencia de accinos con células mucosas y ciliadas
(Hamlett, 2005).

Zona de Degeneracion: Es el &rea dentro de la matriz testicular donde los espermatocistos
presentan un proceso apoptotico y de reabsorcion que afecta a los espermatozoides de su
interior, pero no a las células de Sertoli (Hamlett, 2005).

Zona Papilar: Segunda porcion (Rostro-caudalmente) de la Glandula Oviducal, encargada
junto con la Zona club de la produccion de las capas gelatinosas que protegen al oocito y/o
a los embriones. Se caracteriza por la presencia de un epitelio columnar simple ciliado, con
células secretoras (Hamlett, 2005).

Zona Pellcida: Capa extracelular formada de glicoproteinas y secretada por el oocito y las
células de la granulosa (Sadler, 2003).



RESUMEN

Mustelus californicus pertenece a la familia Triakidae, es un tiburén de habitos demersales
distribuido desde el norte de California hasta el Golfo de California. EI género Mustelus es de
gran interés para la pesqueria de elasmobranquios en la regién del Pacifico norte mexicano y en
el Golfo de California. El objetivo del presente estudio es generar conocimiento acerca de algunos
aspectos reproductivos de Mustelus californicus en las poblaciones capturadas, que contribuya
al manejo de esta pesqueria. Asimismo, se incluye la primera descripcion histoldgica del sistema
reproductivo de la especie al noroeste de Baja California Sur. Se analizaron 258 organismos,
obtenidos de la pesca artesanal realizada en Bahia Tortugas, Baja California Sur, durante el
periodo 2013-2017. La muestra consistié en 202 hembras y 56 machos con tallas desde los 53
cm hasta los 126 cm de longitud total (LT), teniendo una proporcién sexual de 3.6H:1M. A partir
de andlisis de regresion lineal se encontrd una correlacion positiva entre el numero de embriones
presentes y la talla de las hembras gravidas (R"2= 0.51). En los machos la longitud de los
testiculos y los gonopterigios muestra una correlacion positiva con la talla del organismo (R"2=
0.68 y R"2=0.47 respectivamente). En hembras no gravidas se observa esta misma relacion
entre el ancho de los Uteros y la LT (R"2=0.63). Se describié macroscoépica y microscépicamente
la anatomia del sistema reproductor de ambos sexos y se estimé el estado de madurez de los
organismos. En las hembras se identific6 solo el ovario derecho activo y dos Uteros funcionales.
El estudio histolégico demostré la existencia de procesos de oogénesis y gestacion simultaneos
durante un ciclo anual. La glandula oviducal de M. californicus presenta las cuatro areas de
secrecion descritas para otros elasmobranquios (club, papillary, baffle y teminal), por primera vez
se describe la histologia de las proyecciones laterales de la glandula oviducal de la especie,
presentando similitud con la zona baffle y su epitelio de secrecion. Se registré la presencia de
almacén espermaético en la zona terminal de dos hembras adultas no gravidas. Los machos
presentan testiculos de tipo diamétrico que aparentemente maduran antes que los 6rganos
copuladores, ya que se observaron todas las etapas de espermatogénesis en organismos con
gonopterigios inmaduros. Los espermatozoides maduros de M. californicus se organizan en

espermatoforos en la vesicula seminal.

La talla media de madurez tanto para los machos como las hembras fue de 74.57 cm y 82.89 cm
LT respectivamente, y la talla de maternidad resulté en 86.80 cm de LT. La fecundidad uterina

promedio registré 8 embriones y la proporcion sexual de estos fue 1.12H:1M.



El desarrollo embrionario de M. californicus involucra la formacién de una pseudoplacenta una
vez que el saco vitelino fue aprovechado. Se concluye con el andlisis del desarrollo embrionario
y la oogénesis que esta especie presenta temporadas de ovulacion y alumbramiento a partir de

abril.

Palabras clave: Mustelus, estructura poblacional, talla media de madurez, ciclo reproductivo.



ABSTRACT

Mustelus californicus (Family: Triakidae) is a demersal shark distributed from the northern coast
of California to the Gulf of California. The Genus Mustelus represents a great interest for the
elasmobranch fishery in the Mexican Pacific coasts and inside the Gulf of California. The main
objective of this study is to provide information about aspects of the reproductive biology of this
species, including the first histological description of the reproductive anatomy from individuals
captured in the northwest coast of Baja California Sur. This information will also contribute to the
regulatory management of this species’ fishery. In this study, 258 organisms were obtained
through commercial fishing in Bahia Tortugas, Baja California Sur, during the years2013-2017. A
total of 202 females and 56 males with sizes ranging from 53 cm to 126 cm Total Length (TL)
were examined and a sex ratio of 3.6F:1M was estimated. A positive correlation between the
number of embryos and the female TL (R"2= 0.51) was found and the same results were
observed between the TL and the testicle and clasper length (R*2=0.68, R"2= 0.47 respectively)
in males. A description of the macroscopical and microscopical reproductive anatomy was
performed for both sexes as well as the determination of maturity. Females show a single external
ovary (right) with two functional uteruses. Gestation and oogenesis proved to be simultaneous
processes during the annual cycle of this species. The oviducal gland in M. californicus has all
four secretion zones described for elasmobranchs (club, papillary, baffle and teminal), and the
lateral projections were histologically analyzed for the first time in this species. There were some
morphological similarities between the epithelium found in the baffle zone and the one in the
lateral projections. Sperm storage was found in only two non-gravid mature females. Males have
a pair of diametrical testicles and the fact that all spermatogenesis stages were found in
organisms whose copulatory organs were immature, suggests that testicles reach maturity before
the claspers. Sperm organizes in spermatophores in the seminal vesicles of M. californicus. The
size at maturity for males and females was estimated as 74.57 cm and 82.89 cm respectively and
the size at maternity was estimated as 86.8 cm for the females. Uterine fecundity was calculated
as 8 embryos per litter and the embryonic sex ratio was 1.12H:1M. Embryogenesis in M.
californicus involves the development of a pseudo-placenta once the yolk sac is finished. The
analysis made in embryo development and oogenesis suggest that births and ovulation are occur

around April in Bahia Tortugas.

Key words: Mustelus, population structure, size at maturity, reproductive cycle.



1. INTRODUCCION

Los tiburones son Elasmobranquios, que en su mayoria difieren de sus congéneres las rayas por
la presencia de un cuerpo fusiforme, aletas pectorales no fusionadas con la cabeza, hendiduras
branquiales localizadas lateralmente y el uso principalmente de la aleta caudal para la
locomocién (Nelson, 2006). En los ecosistemas marinos, los tiburones son comuidnmente
representantes de los niveles troficos més altos como depredadores. Esto les confiere un rol
ecologico importante en la regulacion de la dindmica energética en el océano y cuya remocion
de la trama tréfica puede dar lugar a impactos negativos para el ecosistema que los soporta
(Dulvy et al., 2017).

Se han descrito mas de 500 especies de tiburones (Ebert et al., 2021) y muchas de ellas son
objetivo de aprovechamiento para consumo de su carne y aletas, el aceite contenido en su
higado, la piel, el cartilago, los dientes, entre otros (Vannuccini, 1999). Este aprovechamiento ha
sido valuado a nivel global en mas de dos billones de ddlares, sin contar la pesca doméstica
(Dulvy et al., 2017) y ha llevado a muchas poblaciones de tiburones a sufrir un decremento
alarmante en las Ultimas décadas, dejando a casi un cuarto del total de especies en riesgo de
extincion (Simpfendorfer, 2017).

En México se distribuyen poco mas de 100 especies de tiburones, de las cuales
aproximadamente 39 representan un gran interés econémico y social, y cuyo aprovechamiento
ha colocado a nuestro pais en el onceavo lugar en la produccion mundial de tiburdn
(CONAPESCA, 2018). Dicho sector pesquero produjo poco mas de 624 millones de pesos en
2017, a partir de un récord de pesca que sobrepaso las 42,704 toneladas, casi el 2% de la pesca
total en el pais (Avila & Castillo, 2021).

Aunque Mustelus californicus ha mostrado una pesca histérica promedio menor al de otras
especies del género (Morales, 2020), la morfologia de las tres especies distribuidas en la regién
Noreste del Pacifico mexicano en muy similar, lo que hace comdn que sean identificadas como
cazon de forma general. En el Golfo de California, la pesca de especies denominadas cazon,
especificamente hablando del género Mustelus comprende mas del 70% del total de pesca de
tiburén (Garcia-Pefa, 2019).

Los tiburones, como muchos otros grupos, presentan variaciones interespecificas con respecto
a sus estrategias reproductivas, como pueden ser las tasas de crecimiento, ciclos reproductivos,
fecundidad uterina, periodicidad, etc. (Shaaban et al., 2018). Esto resalta la importancia de
generar conocimiento en la descripcién de la biologia reproductiva de las especies de interés,
ante la necesidad de evaluacion y regulacién de su manejo.



2. ANTECEDENTES

2.1.1. Generalidades de la especie

Mustelus californicus es un tiburén de talla mediana, caracterizado por tener un cuerpo esbelto
con una cabeza corta y una longitud prepectoral de 16 a 20% de la LT. Longitud preoral de 5 a
7.2% de la LT. Presenta una gran distancia internarinal (2.1 a 2.9% de la LT), ojos pequefios y
ovalados. Los surcos labiales superiores e inferiores presentan casi la misma longitud. Tiene
dientes molariformes con una cuspide reducida y sin cuspides accesorias. El espacio entre sus
aletas dorsales es de 17 a 21% de la LT. Primer aleta dorsal triangular de borde posterior casi
vertical (Compagno, 1984).

El origen de la primera aleta dorsal se encuentra detras de los bordes posteriores de las aletas
pectorales. Espacio anal-caudal mayor que la altura de la segunda aleta dorsal. Denticulos
dérmicos lanceolados con 2 a 4 crestas. Lébulo inferior de la aleta caudal bien desarrollado (Fig.
1). Coloracion dorsal café grisacea y una region ventral blanca (Pérez-Jiménez, 2006). La talla
maxima reportada para los machos es de 116 cm de LT y para las hembras de 124 cm de LT,
con una edad maxima registrada en los 9 afios (Froese & Pauly, 2019).

Figura 1. Morfologia externa de un espécimen hembra de Mustelus californicus (tomado de
Santana-Morales, 2004).

M. californicus se distribuye en mares tropicales y subtropicales, asociado a la plataforma
continental, en zonas someras y bahias rocosas dentro y fuera del area de costa. Podemos
encontrarlo en la costa oriental del Océano Pacifico, siendo un visitante de verano de las costas
de California y como residente de las aguas mas calidas de Baja California Sur y el Golfo de
California (Compagno, 1984).

Presenta habitos demersales, desplazandose entre los 2 y 46 metros de profundidad, con
posibilidad de llegar hasta los 200 metros (Pérez-Jiménez, 2006). Su dieta estd comprendida
principalmente por crustaceos, aunque se alimenta también de peces pequefios y algunos
invertebrados (Froese & Pauly, 2019). Se ha observado consumiendo gusanos marinos del
género Urechis sp. directamente del sustrato, a partir de un movimiento de succion sobre el
acceso de su madriguera (Compagno, 1984b).



Se le ha atribuido una conducta social de desplazamiento en grupos de numerosos organismos
e incluso congregaciones con otras especies de tiburdn (Ebert, 2003).

Mustelus californicus esta catalogada como especie de preocupacién menor ante la lista roja de
la Unién Internacional para la Conservacién de la Naturaleza (IUCN, 2023) y aln no ha sido
evaluado por La Convencion sobre el Comercio Internacional de Especies Amenazadas de
Fauna y Flora Silvestres (Avila & Castillo, 2021).

2.1.2. Aspectos reproductivos

Mustelus californicus se ha descrito como una especie vivipara placentada, con una fecundidad
de entre 2y 16 crias. Alcanza la madurez sexual entre 1y 3 afios y presenta un ciclo reproductivo
anual, con un periodo de gestacién aproximado de entre 10 y 12 meses (Ebert et al., 2013). Se
ha documentado su periodo de alumbramiento en el mes de abril e inicios de mayo en el Golfo
de California, del mismo modo un periodo de ovulacién inmediato de finales de abril hasta finales
de junio en la misma zona. Los embriones presentan una talla al nacimiento entre los 25y 30 cm
(Pérez-Jiménez, 2006; Santana-Morales et al., 2004).

Se ha registrado un intervalo de talla de primera madurez para las hembras del Alto Golfo de
California entre los 78 y 80 cm de LT, mientras que para los machos de la misma zona, el intervalo
de primera madurez se determiné entre 72 y 74 cm de LT (Santana-Morales et al., 2004).

Otro estudio realizado en el Golfo de California (Pérez-Jiménez, 2006) documenté una longitud
de madurez para Mustelus californicus entre los 72 a 74 cm para los machos y 85 a 90 cm para
las hembras. Una talla de nacimiento de 30 cm y una fecundidad uterina promedio de 11 crias
(J.C. Pérez-Jiménez, 2006).

Pérez-Jiménez y Sosa-Nishizaki (2010) estimaron por primera vez una talla media de madurez
para las hembras de Mustelus californicus en el Golfo de California en 86.2 cmy para los machos
en 72.8 cm, con una fecundidad uterina de 10.9 + 2.7 embriones por camada.

3. JUSTIFICACION

Los tiburones presentan, de forma general, una serie de caracteristicas que los hacen mas
susceptibles a las presiones de pesca, como lo son un lento crecimiento, largos periodos de
gestacion y produccion de pocas crias. Sin embargo, existen especies con adaptaciones que les
permiten una mayor resiliencia y capacidad de recuperar sus poblaciones del impacto pesquero
(Carrier et al., 2012; Smith, et al., 1998). Estas diferencias se pueden identificar a partir de
conocer la historia de vida de una especie, la demografia de sus poblaciones y la caracterizacion
de ciertos aspectos de su biologia reproductiva (fecundidad, talla y edad de madurez, esperanza
de vida, areas de reproduccion/crianza, etc.).

Este tipo de estudios representa una importancia critica para el establecimiento de métodos,
temporalidades y zonacion para el mejor aprovechamiento de un recurso pesquero a corto y largo
plazo (Jakobsen et al., 2016).



Considerando el estatus de conservacion de M. californicus y la importancia pesquera que el
género Mustelus representa en aguas mexicanas, es importante describir los procesos
reproductivos que influyen en su dindmica poblacional y asi, darnos una mejor idea de su
capacidad para soportar la presion pesquera.

Aunque se han descrito anteriormente las caracteristicas reproductivas de M. californicus para el
alto Golfo de California (Pérez-Jiménez, 2006; Pérez-Jiménez & Sosa-Nishisaki, 2010), es
preciso determinar si la especie presenta las mismas caracteristicas en el Pacifico oriental, dadas
las diferencias bitticas y abibticas que presentan ambas regiones y la importancia que la especie
representa para la pesca formal e informal en aguas mexicanas.

4. OBJETIVOS

4.1.Objetivo general

» Describir la biologia reproductiva de Mustelus californicus en Bahia Tortugas, Baja
California Sur.

4.2.0bjetivos particulares

. Describir la composicién de tallas de los especimenes capturados

. Establecer la proporcion de sexos en la muestra

. Describir la morfologia macroscépica, microscopica e histoquimica de los 6rganos
reproductores en machos y hembras

. Calcular la talla media de madurez tanto para machos y como para las hembras.

. Calcular la talla media de maternidad para las hembras

. Calcular la fecundidad uterina en las hembras

. Caracterizar las etapas de gametogénesis por medio de andlisis histol6gico en los

individuos de ambos sexos presentes en los muestreos.

. Describir el ciclo reproductivo de Mustelus californicus en Bahia Tortugas



5. HIPOTESIS

Considerando las caracteristicas oceanogréficas del area de muestreo en la costa occidental de
Baja California Sur, se espera encontrar tallas medias de madurez mayores a las registradas
previamente para el Golfo de California. Del mismo modo, se esperan diferencias en las
temporadas de ovulacion y alumbramiento descritas para la especie.

6. AREA DE ESTUDIO

Bahia Tortugas esta ubicada al noroeste de Baja California Sur (27739’35” N, 114752°35” O), entre
Punta Eugenia (al norte) y Bahia Asuncion (al sur). El clima es célido y seco gran parte del afio,
presentando temperaturas minimas de 14°C y maximas de 36°C. De octubre a febrero se
presentan temperaturas mas bajas siendo los 10°C el minimo y 26°C como maximo (Juaristi-
Videgaray, 2016) (Fig. 2).
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Figura 2. Area de pesca y colecta en Bahia Tortugas, Baja California Sur. Modificado de
Juaristi-Videgaray (2016).

Bahia Tortugas registra una extension de 20.5 Km? cuya profundidad va desde los 11 a los 14
m. La temperatura del agua va desde los 12.7°C hasta los 19.9°C (Guzméan Del Proo et al.,
1991).Presenta altos niveles de productividad a lo largo de toda la Bahia, debido a la entrada de
vientos desde el Océano Pacifico (Di Filippo, 2018).



7. MATERIALES Y METODOS

7.1.Colecta

Se utilizaron un total de 258 muestras de la especie Mustelus californicus recolectadas en los
campos pesqueros de Bahia Tortugas, B.C.S. durante el periodo 2013-2017. Las muestras
obtenidas provienen de la pesca artesanal, la cual opera con redes de enmalle a una distancia
de entre 4 y 30 millas nauticas de la costa. De cada organismo colectado se registré la longitud
total (LT). Se determind el sexo por la presencia de gonopterigios (6rganos copuladores) en los
machos, a los cudles se les tomo la longitud desde la base hasta su regién més distal.

Se extrajeron los 6rganos reproductores de hembras y machos a través de una incision realizada
desde la cloaca hasta el centro de las aletas pectorales. Enseguida se preservaron en una
solucién de formol al 10%. Las muestras se etiquetaron con los datos de localidad, fecha, sexo
y nimero de registro de cada espécimen.

7.2.Anédlisis morfométrico

Se registraron las medidas de las diversas estructuras del aparato reproductor. En las hembras
se midi6 el diametro del oocito de mayor tamafio presente en el ovario y el largo y ancho de las
glandulas oviducales. En las hembras gravidas se registré la talla y sexo de los embriones,
mientras que en las no gravidas se midi6 el largo y ancho de los Gteros. Para los machos se
registré el largo y ancho de los testiculos.

7.3.Determinacion del estado de madurez sexual

7.3.1. Caracterizacion macroscoépica

Se analizaron a simple vista las génadas y los 6rganos del aparato reproductor de ambos sexos,
de acuerdo con los parametros de madurez gonadal adaptados para peces cartilaginosos por
Acero et al. (2008) (Tabla 1):



Tabla 1. Caracterizacion macroscopica de las fases de madurez para las hembras de Mustelus
californicus. Extraido de (Acero et al., 2008).

Hembras
Fase Caracteristicas observables
Sin desarrollo ovarico, este es de tamafio pequeio y de
Inmadura consistencia acuosa. Oviductos delgados y poco

En maduracion

Madura sin embriones

Madura con embriones

Madura postparto

diferenciados.

Ovarios delgados, consistentes y de apariencia uniforme.
Oviductos delgados y diferenciados del tejido aledano.

Ovario presenta oocitos visibles, oviductos de mayor
grosor y el Utero parcialmente ensanchado.

Ovario con oocitos visibles, embriones dentro de los
Uteros. Estos ocupan gran parte de la cavidad visceral.

Utero ensanchado con paredes sanguinolientas y flacidas.

Machos
Fase Caracteristicas observables
Testiculos acuosos y poco diferenciados. Los
onopterigios no rebasan el margen posterior de las
Inmaduro gonopterig genp

En maduracion

Maduro

aletas pélvicas. Estos no presentan calcificacion ni la
capacidad de rotar 180°.

Testiculos consistentes, ductos bien desarrollados. Los
gonopterigios aumentan de tamafio y presentan una
calcificacion parcial.

Testiculos muy consistentes, conductos seminiferos
diferenciables y consistentes. Gonopterigios
completamente calcificados. Presentan el rifioddn abierto
y son capaces de rotar 360°. Puede o no haber presencia
de semen.
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7.3.2. Caracterizacién microscopica y estimacion de la gametogénesis

Se seleccionaron seis individuos de cada uno de los estadios de madurez analizados (inmaduros,
maduros, hembras gravidas, etc.) para la extraccion de los tejidos reproductivos, se utilizaron los
datos de los intervalos de tallas mas representativos de cada grupo (Tabla 2). En los machos, se
realizaron cortes longitudinales del testiculo y, tres cortes transversales de los ductos
seminiferos: uno en la region mas proximal a los testiculos, otro en la region media de la distancia
total de los ductos y el dltimo en la region terminal (Fig. 3).

Tabla 2. Individuos seleccionados para el analisis histolégico.

Grupo Intervalo de talla n

Hembras inmaduras 58cma75cm 6
Hembras maduras no gravidas 85cma 120 cm 6
Hembras gravidas 85cma 126 cm 6
Machos inmaduros 53cma77cm 6
Machos maduros 77cma95cm 6

Figura 3. Esquematizacion de las regiones de corte en los érganos reproductores masculinos.
a) Corte longitudinal del testiculo, b) Corte transversal de la porcion mas anterior de los ductos
seminiferos, c) Corte transversal de la seccién media de los ductos seminiferos, d) Corte
transversal de la porcion posterior de los ductos seminiferos.
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En las hembras se realizaron cortes longitudinales del ovario, cortes frontales de la glandula
oviducal y por altimo un corte longitudinal del Gtero en las hembras no gravidas (Fig. 4).
Posteriormente se utilizé de una clave Juliana (Fecha Juliana) para el registro y etiquetado de
las muestras previo a la preparacion de laminillas.

L//,/

Figura 4. Esquematizacién de los érganos reproductores femeninos y las areas de corte para
el estudio histolégico. a) Corte longitudinal del ovario, b) Corte frontal de la glandula oviducal, ¢)
Corte longitudinal del utero.

7.4.Procesamiento histolégico

Las piezas de los cortes seleccionados fueron lavadas en agua corriente por un tiempo de 6 a 8
horas para eliminar el exceso de formol. Se colocaron en una solucién de alcohol al 70% durante
3 dias y después se introdujeron en soluciones de alcohol en orden ascendente de concentracion
(80%, 96%, 100%), a fin de asegurarse de la deshidratacion completa de las muestras. Una vez
deshidratadas, las muestras fueron incluidas en parafina de 60° de PF y se procedi6 a realizar
cortes de 3um de espesor utilizando un micrétomo marca Microm 355S (Carson & Hladik, 2009).

Se eliminé la parafina excedente a través de un proceso de desparafinacion con Xileno, que fue
posteriormente retirado con bafos de alcohol a concentraciones decrecientes (alcohol absoluto,
96°, 70° hasta agua destilada). Las muestras fueron tefiidas para ser observadas en un
microscopio Optico. Las técnicas de coloracion e histoquimica utilizadas fueron las siguientes:

¢ Hematoxilina — Eosina para la glandula oviducal y los testiculos
e Técnica tricromica de Mallory para los ovarios

e PAS para glandula oviducal

e Feulgen para testiculos

Para més detalles sobre este proceso revisar Anexo A.
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Una vez montado el cubreobjetos sobre cada corte, se dej6 reposar la laminilla por un minimo
de 48 horas. Después se removié el excedente de Cytoseal con ayuda de alcohol acido y se
procedi6 a la observacion de las laminillas en un microscopio Gptico. En las muestras de tejido
testicular se busco caracterizar las fases de espermatogénesis que se pudieron observar y para
identificar los indicadores de maduracién espermatica se utilizé la descripcidn microscépica
propuesta por Rojas (2014) (Tabla 3). En las muestras de las hembras se identificaron las fases
de la ovogénesis. En la glandula oviducal se localizaron los almacenes esperméticos (Pratt,

1988) (Tabla 4).

Tabla 3. Caracterizacion microscopica empleada para el diagnéstico de las fases la

Espermatogénesis (Rojas, 2014).

Fase

Caracteristicas observables

Espermatogonias

Migracion de
espermatogonias
y células de
Sertoli

Espermatocitos

Espermétidas

Espermatozoides

Formacién de espermatocistos en la zona germinal a partir de la asociacién de una
célula de Sertoli con las espermatogonias. El parénquima se intercala con
espermatogonias en esta zona. Procesos mitéticos dan lugar a un aumento en el
nimero de células de Sertoli y de espermatogonias, formando cistos con la células de
Sertoli en el centro, cubiertas de espermatogonias. Se puede observar un epitelio
cubico simple, justo por debaio de los cistos.

Conforme avanza la espermatogénesis, las células de Sertoli migran hacia la periferia
de los cistos. Se forman dos capas concéntricas con ambos tipos celulares (Sertoli y
espermatogonias). Las espermatogonias continuan multiplicAndose por mitosis y
pueden observarse células mioides rodeando al cisto.

El cisto ya aument6 de tamafio. Las espermatogonias se han transformado en
espermatocitos primarios por mitosis y presentan nicleos grandes y esféricos. Se
dividen por meiosis para producir espermatocitos secundarios (mas pequefios que los
primarios) que presentan un nicleo con cromosomas muy condensados. El nicleo de
las células de Sertoli se encuentra en posicién basal. Un cisto maduro consiste en su
mayoria de espermatocitos secundarios.

Se pueden observar espermatidas de tipo |, lly lll. Las espermatidas de tipo Il se
alinean con respecto a la luz del espermatocisto y forman grupos con la cabeza
embebida en células de Sertoli. Las cabezas se orientan hacia la membrana basal del
espermatocisto, mientras que los flagelos filiformes eosindfilos se orientan hacia la luz
del espermatocisto.

Las espermétidas se diferencian en espermatozoides, que se agrupan en paquetes
cdnicos y compactos, unidos a las células de Sertoli. Es comdn observar que los
flagelos presenten un acomodo en espiral.
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Tabla 4. Caracterizacion microscopica de las fases de desarrollo en la Oogénesis (Pratt, 1988).

Fase Caracteristicas observables
Células redondas con un gran radio nucleo:citoplasma, localizadas justo
Oogonias debajo del epitelio ovarico y formando agrupaciones. El nicleo muestra
cromosomas parcialmente formados y mas de un nucleolo evidente.
Foliculo Disminucién del radio nucleo:citoplasma. Se origina una zona peltcida
. . difusa. Las células foliculares se ven aplanadas envueltas por una
primordial

Foiculo primario

Foliculo
previtelogénico

Foliculo
vitelogénico

Foliculo
postovulatorio

Foliculo atrésico

membrana basal gruesa.

El foliculo presenta una capa simple de células cubicas. Zona pelucida
bien definida. Las células de |a teca se diferencian en dos capas. El radio
nucleo:citoplasma sigue disminuyendo mientras que el oocito aumenta de
tamafio.

Se vuelven visibles los granos de vitelo en el citoplasma. La zona peltcida
aparece muy evidente y delimitada. La capa granulosa presenta células
cilindricas. Ambas tecas bien desarrolladas.

El oocito aumenta de tamafio por la acumulacién de granos de vitelo
dentro del citoplasma. La zona peldcida disminuye en grosor y las células
de la teca interna se aplanan, haciendo visible un seno vascular.

El oocito es liberado y se hace evidente el cuerpo luteo. Se genera una
invaginacion en la capa granulosa y ambas tecas envuelven al oocito.

Eventos apoptoticos nucleares, la zona pelucida se amplia. Hiperplasia de
las células granulosas. Ambas tecas se reabsorben y adquieren la forma de
un tejido envoltorio.

7.5.Andlisis estadisticos

7.5.1. Composicion de tallas

Se describié la composicién de tallas para la muestra (N=258), utilizando histogramas de
frecuencia. Se describié la composicion de forma general, considerando el total de muestras
colectadas, con intervalos de 8cm. Del mismo modo se realizaron histogramas de frecuencia
para cada sexo por separado, usando en el grupo de los machos intervalos de 8cm. Para el grupo
de las hembras se realizaron histogramas de frecuencia con intervalos de 6 cm.
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7.5.2. Proporcion de sexos

Se calculd la proporcién de sexos de la muestra y de los embriones encontrados en las hembras
gravidas. Esta se obtuvo dividiendo el niumero total de hembras entre el nimero total de machos.
Se establecié la hipétesis nula de que la proporcion de machos y hembras mantiene un equilibrio
1:1y se puso a prueba mediante el estadistico Chi cuadrada (X?), utilizando un nivel de confianza
de 95% (Daniel, 1991).

7.5.3. Correlaciones morfoldgicas

Se realizaron regresiones lineales con el fin de evidenciar la existencia de una correlacién entre
la longitud total de los individuos y sus diferentes estructuras y caracteristicas reproductivas. Para
los machos se tomaron en cuenta tanto la longitud de los gonopterigios, como el largo y ancho
de los testiculos. Para todas las hembras, se tomé en cuenta el ancho de las glandulas
oviducales, asi como el largo y ancho de los Uteros de las hembras no gravidas.

Se realizaron pruebas de homogeneidad de varianzas entre las medidas de los 6rganos derechos
e izquierdos. Al no encontrar diferencias significativas entre ellos, se determiné el uso del 6rgano
derecho para cada uno de los casos de regresién antes mencionados.

Se realiz6 de igual forma una regresion para calcular el grado de correlacion entre la longitud
total y el nimero de embriones por hembra gravida.

7.5.4. Talla media de madurez y maternidad

Para la talla media de madurez se calculo6 la variable Ls,, que se define como la talla en la cual
el 50% de los individuos muestreados fueron maduros sexualmente (T. Walker, 1994):

Pm= 1/ [1+exp ®*)
Donde:

Pm = Proporcion de organismos sexualmente maduros, se obtuvo mediante los valores
binomiales 0 para inmaduros y 1 para maduros. Del mismo modo se utilizo el valor 0 para
hembras no gravidas y 1 para hembras gravidas.

a= Constante de la ecuacién que determina el punto de origen de la curva.
b= Constante de la ecuacion que determina la inclinacion de la curva.

LT= Longitud Total
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7.5.5. Estimacion del ciclo reproductivo

Se analizd la variacion en el diametro de los oocitos de mayor tamafio (N=111) y se promediaron
los valores de forma mensual, para asi poder determinar el comportamiento de estas medidas a
lo largo del afio. Del mismo modo, se promediaron las tallas de los embriones en las hembras
gravidas (N=103) para establecer la variacién a lo largo del afio. Una vez obtenido el patrén de
variacion de ambos paradmetros, se representaron en un grafico combinado.

8. Resultados

8.1. Composicion de tallas

Se analizaron un total de 258 organismos con tallas desde los 53 cm hasta los 126 cm de LT
(Fig. 5). En la muestra se identifican un total de 202 hembras cuyas tallas van desde los 55 cm
alos 126 cm de LT. Los 56 machos identificados presentan tallas desde los 53 cm hasta los 95
cm de LT. A partir del analisis de varianzas se encontraron diferencias significativas entre las
tallas de machos y hembras (P=7.15x1071%), estas Ultimas presentes en las tallas de mayor
tamafio.
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Figura 5. Composicién de tallas por sexo para Mustelus californicus en Bahia Tortugas, BCS.
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8.2. Proporcion sexual

Se encontré una proporcion sexual de 3.6H:1M en el total la muestra analizada, la cual fue
significativamente diferente a la proporcion 1H:1M (X%=82.62, p<0.05).

La proporcion sexual observada para los embriones fue de 1.12H:1M, no hubo diferencias
significativas con la proporcién 1H:1M (X2=2.189, p<0.05).

8.3. Descripcién macroscopica del aparato reproductor
8.3.1. Hembras

Las hembras de Mustelus californicus presentan la cloaca como Unica estructura reproductiva
externa. En los 6rganos internos se encontré un ovario funcional (derecho) y un ovario vestigial
casi imperceptible (izquierdo). El ovario se conecta a los dos oviductos anteriores por medio de
la seccién llamada ostium, misma que se bifurca en la parte anterior de los oviductos. Estos
oviductos estan conectados con las glandulas oviducales, estructuras en forma de corazon,
caracterizadas por dos cuernos laterales encorvados hacia el centro (Fig. 6). Las glandulas
oviducales a su vez se conectan con la porcién posterior del oviducto, el cual conforma el
conducto de conexion con dos uteros funcionales (uno en cada oviducto) que pueden o no tener
embriones (en la gravidez). La regibn mas caudal de ambos Uteros desemboca en la cloaca del
individuo (Fig. 7).

A) B)

Figura 6. Anatomia esquematizada de la Glandula oviducal de Mustelus californicus; A= Vista
frontal, B= Vista lateral.
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Figura 7. Anatomia del aparato reproductivo de una hembra de Mustelus californicus.

Para la determinacion de la madurez sexual se analizaron 146 hembras, las cuales fueron
clasificadas en los siguientes estadios: Inmaduras, con 17 individuos que presentan tallas desde
los 58 cm a los 78.4 cm; Maduras no gravidas, un total de 26 individuos con tallas desde los 66
cm a los 123 cm y Gravidas, con 103 individuos que presentan tallas desde los 65 cm hasta los
123 cm (Fig. 8).
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Figura 8. Histograma de tallas por estadio de madurez para las hembras de Mustelus

californicus en Bahia Tortugas, B. C. S. Se representan con barras de color blanco las hembras
Inmaduras (1), color negro las hembras Maduras, (M) y color gris las hembras Gravidas (G).

Estadios de madurez

8.3.1.1. Hembras Inmaduras

Presentan un ovario de menor tamafio con oocitos apenas identificables (menos de 0.5 cm de
diametro) embebidos en una porcion del 6rgano epigonal. Los oviductos anteriores y posteriores
son delgados y flacidos y las glandulas oviducales no superan 1.0 cm de ancho. El largo de los
Uteros rara vez supera los 8.0 cm, mientras que el ancho oscila siempre alrededor de 1.0 cm,
presentando siempre una consistencia rigida y uniforme (Fig. 9).
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Figura 9. Anatomia del aparato reproductor interno de una hembra inmadura de Mustelus
californicus.

8.3.1.2. Hembras Maduras

Presentan un ovario de mayor tamafio con oocitos embebidos en una porcion de érgano
epigonal, aparentemente agrupados en dos rangos de diametro (un grupo de oocitos grandes y
otro de oocitos pequefios), que pueden ir desde los 0.2 cm hasta los 1.2 cm.
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Las porciones anteriores y posteriores de los oviductos presentan una consistencia firme y las
glandulas oviducales pueden tener un ancho de hasta 2.0 cm. Los Uteros presentan una
consistencia suave y flacida, con un largo que normalmente no supera los 12.0 cm. El ancho de
estos organos oscila alrededor de 1.0 cm (Fig. 10).

Glandulas
oviducales

Uteros sin
embriones

Glandula
rectal

5cm

Figura 10. Aparato reproductor interno de una hembra inmadura de Mustelus californicus.

8.3.1.3. Hembras gravidas

Presentan un ovario de gran tamafio con oocitos embebidos en una porcion amplia de érgano
epigonal, distribuidos en dos grupos de diametro identificables (un grupo de oocitos grandes y
otro de oocitos pequefios) que pueden ir desde los 0.2 cm hasta los 2.02 cm. Las porciones
anteriores y posteriores de los oviductos muestran una consistencia firme.
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Las glandulas oviducales presentaron un ancho de hasta 2.0 cm. En cambio, los Uteros muestran
una pared delgada y bastante distendida, han aumentado su tamario (largo y ancho) de acuerdo
con el nimero y tamafio de los embriones que contienen (Fig 11).

Ovario

Oviducto

Glandulas
oviducales

Uteros con
embriones

Cloaca

Figura 11. Anatomia del aparato reproductor interno de una hembra gravida de Mustelus
californicus.

8.3.1.4.  Correlaciones morfolégicas

Los resultados de la regresion lineal aplicada entre el ancho de las glandulas oviducales y la
longitud total mostraron un coeficiente de correlacion bajo (R?=0.21) (Fig. 12).
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Figura 12. Relacion entre el ancho de la glandula oviducal derecha y la LT de las hembras de

Mustelus californicus en Bahia Tortugas, B. C. S.

De igual forma se aprecia una relacion exponencial baja entre el largo del Gtero derecho y la
longitud total (R?=0.17) (Fig. 13). Por otra parte, al aplicar la regresion lineal entre ancho del Gtero
derecho y la longitud total, se observa una correlacion positiva (R?=0.63) (Fig. 14).
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Figura 13. Relacion entre el largo del Utero derecho y la LT de las hembras de Mustelus

californicus en Bahia Tortugas, B. C. S.
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Figura 14. Relacion entre el ancho del Gtero derecho y la LT de las hembras de Mustelus
californicus en Bahia Tortugas, B. C. S.

8.3.1.5. Fecundidad uterina

Las hembras de M. calfornicus producen de 1 a 18 crias por camada, es 8 el promedio de
fecundidad. El analisis de regresién aplicado entre el nUmero de embriones y la longitud total
mostré una correlacién positiva (R*=0.51), sugiriendo que, a mayor talla las hembras pueden
ser capaces de producir mas embriones (Fig. 15).
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Figura 15. Relacion entre el nimero de embriones y la LT de las hembras de Mustelus
californicus en Bahia Tortugas, B. C. S.

8.3.2. Machos

Los machos de Mustelus californicus presentan como estructura reproductiva externa un par de
organos copuladores llamados gonopterigios, originados en la base de cada una de las aletas
pélvicas (Fig. 16A). La porcién distal del gonopterigio es una abertura denominada rifiodén, esta
estructura permite la salida del esperma durante la cépula (Fig. 16B). Las estructuras
reproductivas internas se conforman, en su region mas anterior, por un par de testiculos
alargados. Estos se conectan con el epididimo por medio de los conductos eferentes y a su vez,
el epididimo se conecta con las vesiculas seminales a través de los conductos deferentes. El
organo epigonal aparece en posicion dorsal, uniendo las estructuras con el tejido circundante
desde los testiculos hasta las vesiculas seminales, conectadas finalmente con el rifiodén (Fig.
17).
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Figura 16. Anatomia reproductiva externa de un tiburén macho de Mustelus californicus. A)
Localizacion de los gonopterigios; B) Estructura general del gonopterigio.
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Figura 17. Anatomia reproductiva interna de un macho maduro de Mustelus californicus en
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Los 56 machos registrados fueron clasificados en dos grupos a partir de su estadio de madurez.
Se encontraron 19 individuos inmaduros con tallas que van desde los 53 cm a los 89 cm, 11 en
maduracion, con tallas desde los 66 cm a los 78.4 cm y 26 Maduros con tallas que van desde los

66 cm hasta los 95 cm (Fig. 18).
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Figura 18. Histograma de tallas por estadio de madurez para los machos de Mustelus
californicus en Bahia Tortugas, B. C. S. Se representan con barras de color blanco los machos
Inmaduros (1), color gris los machos en maduracién (EM) y color gris los machos Maduros (M).

Estadios de madurez

8.3.2.1. Inmaduros

Presentan gonopterigios de consistencia flacida cuyo extremo mas distal normalmente no excede
el margen posterior de las aletas pélvicas. Los gonopterigios no presentan la capacidad de
rotacion necesaria para la cpula (180°). Se observo que el rifiodén no presenta la capacidad
de abrirse. Los testiculos aparecen flacidos y de menor tamafio, usualmente con un largo que no
excede los 8.0 cm y un ancho menor a 1.0 cm. Los conductos eferentes y deferentes se aprecian
sumamente delgados y flacidos (Fig. 19).
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Figura 19. Anatomia reproductiva interna de un macho inmaduro de Mustelus californicus.

8.3.2.2. En maduracién

Presenta las mismas caracteristicas que aquellos clasificados como inmaduros (gonopterigios
inmaduros), aunque los testiculos presentaron todas las etapas de espermatogénesis. Estas
etapas incluyen espermatozoides maduros y zonas de degeneracion.
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8.3.2.3. Maduros

Presentan gonopterigios de consistencia firme debido a la osificacion del tejido. Tienen la
capacidad de rotacion de 180°. Presentan un rifiodon abierto y puede o no haber presencia de
semen. Los gonopterigios a veces muestran hematomas que sugieren una cépula reciente por
lo que son también considerados como una caracteristica de madurez. Los testiculos aparecen
de consistencia muy firme y mayor tamafio, alcanzando los 13.8 cm de largo y 1.56 cm de ancho.
Los conductos eferentes y deferentes se muestran de un grosor mayor (Fig. 20).

Testiculos

Ductos eferentes
y epididimo

(indiferenciables)
Vesiculas
seminales

Figura 20. Anatomia del aparato reproductor interno de un macho maduro de Mustelus
californicus.
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Correlaciones morfolégicas

El analisis de regresidn apsugieren una correlacion positiva entre la LT y el largo de los
gonopterigios (R?=0.68) (Fig. 21). El mismo caso se observoé entre la LT y el largo del testiculo
(R?=0.47) (Fig. 22). Del mismo modo, se encontr6 una correlacion positiva entre el ancho de los
testiculos y la LT (R?=0.54) (Fig. 23).
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Figura 21. Relacion entre el largo de los gonopterigios y la LT de los machos de Mustelus
californicus en Bahia Tortugas, B. C. S.
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Figura 22. Relacion entre el largo del testiculo derecho y la LT de los machos de Mustelus
californicus en Bahia Tortugas, B. C. S.
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Figura 23. Relaciéon entre el ancho del testiculo derecho y la LT de los machos de Mustelus
californicus en Bahia Tortugas, B. C. S.

8.4.Descripcion microscopica de la anatomia reproductiva de Mustelus
californicus.

8.4.1. Hembras

8.4.1.1. Ovario

En las hembras de M. californicus, se encontré una estructura ovarica de tipo externa, donde el
tejido epigonal aparece embebido entre los foliculos ovaricos y con una disposicion hacia el
interior del ovario. Los foliculos ovaricos, formados por un oocito y las capas celulares que lo
envuelven (capa granulosa y células de la teca), estan dispuestos hacia el exterior del ovario y
presentan asincronia de desarrollo. El ovario de M. californicus esta cubierto en su superficie por
un epitelio formado de células cilindricas de aspecto pseudoestratificado. (Fig. 24).
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Figura 24. Imagen panoramica en corte longitudinal, de la regién media del ovario de una
hembra madura de M. californicus. Se observan los foliculos ovaricos en diferentes etapas de
madurez (*), asi como pequefios nidos de Oogonias. Tincién Tricromica de Mallory, Aumento

18X.

8.4.1.2.  Caracterizacion de la Oogénesis

Oogonias

Células germinales sin envoltura folicular evidente. Los nucleos eucrométicos presentan una
coloracion rosacea y nucleolos visibles. Normalmente se encuentran en nidos de numerosas
células ubicadas en la periferia ovarica, cerca del epitelio ovarico de recubrimiento (Fig. 25).
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Figura 25. Nido de oogonias en la periferia ovarica (OG). Se aprecian los senos vasculares
inmersos en el tejido conjuntivo (SV) y foliculos ovaricos en una etapa mas avanzada (FP).
Tincién Tricrémica de Mallory, Aumento: 40X.

Foliculos primordiales

En los foliculos ovaricos primordiales se hace evidente el crecimiento celular. Se aprecia un
aumento en el tamafio del nucleo y la aparicion de una capa de células que comprenden el
foliculo incipiente. El citoplasma se presenta levemente acidéfilo con un nicleo eucromético de
gran tamafio (Fig. 26).
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Figura 26. Foliculo primordial de M. californicus. Se observa un nacleo eucromatico (N) y
numerosos nucleolos (Flechas), y rodeando al foliculo primordial se ubica el tejido conjuntivo
denso (TCD). Se pueden apreciar las primeras células foliculares (CFp) y los senos venosos

(SV) rodeando a los Oocitos. Tincion Tricromica de Mallory, Aumento: 40X.

Foliculo primario

También llamado oocito perinucleolar, presenta un crecimiento celular debido al aumento del
contenido citoplasmico. El nucleo cada vez es de menor diametro en la relacion
nucleo:citoplasma, presenta numerosos nucleolos dispuestos en la periferia nuclear. La zona
pelicida esta presente entre el oocito y las células foliculares. Estas Gltimas muestran un primer
tipo celular denominado la capa granulosa, con una estructura cubica en contacto directo con la
zona pelucida (Fig. 27).
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Figura 27. Foliculo primario del ovario de una hembra madura de M. californicus. Se aprecia
una zona pelacida bien definida (ZP) y la capa granulosa (CG) envolviendo al oocito. Las
células de la Teca estan en proceso de diferenciacién (CT). Se aprecia la comparacion de

tamafios entre un Foliculo Primario y los Foliculos Primordiales (FP), que no tienen células
foliculares aparentes. El nucleo (N) presenta cordones de cromatina Es posible observar tejido
conjuntivo denso (TCD) rodeando a los ovarios, asi como el epitelio ovarico (EO) y su
membrana basal (MB) en la periferia. Tincién Tricromica de Mallory, Aumento: 10X

Foliculo Previtelogénico

Los foliculos previtelogénicos presentan un aumento de tamafio notable, se observa una zona
peltcida de espesor reducido y se vuelven evidentes las células de la segunda capa folicular: la
teca. Es dificil diferenciar la teca interna de la teca externa, sin embargo, la separacion entre la
capa granulosa y la teca es visible (Fig. 28).
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Figura 28. Foliculo previtelogénico. La Zona pelucida (ZP) aparece reducida en espesor y se
aprecian las células de la teca (CT) inmediatamente sobre la capa granulosa (CG). Es posible
identificar la membrana basal de la capa granulosa (MB) y el contenido citoplasmico (C).
Tincion de Hematoxilina—Eosina, Aumento: 40X.

Foliculo vitelogénico

El tamafio de los foliculos vitelogénicos aumenta notablemente, sobresalen las inclusiones
citoplasmicas de granulos de vitelo. La zona pellcida se muestra ain mas reducida en espesor,
mientras que la capa granulosa atraviesa una transformacion donde las células se alargan para
asi formar un epitelio cilindrico. Los nucleos de las células en la capa granulosa aparecen
localizados basalmente, cerca de la membrana basal. Las células de la teca interna se aprecian
como una capa simple de células alargadas, mientras que la teca externa se comprende de
células cubicas de menor tamafio (Fig. 29).
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Figura 29. Foliculo vitelogénico en el ovario de M. californicus. La capa granulosa (CG)
aparece como un epitelio cilindrico de nudcleos contiguos a la membrana basal. Membrana
basal (MB), Granulos de vitelo (GV), Zona pellcida casi imperceptible (ZP). Se aprecian la teca
interna (TI) y externa (TE). Tincion Tricromica de Mallory, Aumento: 40X.

Foliculo Post ovulatorio

Posterior a la ovulacién, el espacio anteriormente ocupado por el oocito se constrifie,
generando una estratificacion de las capas celulares que formaban el foliculo (Fig. 30).
La compresién de las células foliculares da lugar a pliegues infiltrados por los senos
venosos circundantes, que se encargan de la reabsorcion de los componentes celulares
del foliculo. Las células de las tecas aparecen adelgazadas asemejandose a una
membrana delimitante del foliculo postovulatorio.

Eventualmente la cavidad que albergaba al oocito sera reemplazada por un espacio con
residuos de tejido en desintegracion.
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Figura 30. Foliculo postovulatorio de M. californicus. Las células foliculares (CF) forman
pliegues dentro del lumen del foliculo. Las células de la teca (CT) aparecen adelgazadas y
delimitan el foliculo. Se observa tejido conjuntivo (TC), Senos Vasculares (SV). Tincion
Tricrémica de Mallory, Aumento: 5X.

Foliculo Atrésico

Se identificaron algunos foliculos vitelogénicos en atresia. Estas se caracterizan por
presentar una degradacién notoria del contenido citoplasmico del oocito (vitelo).
Presentan formas irregulares y pierden la continuidad de las capas celulares del foliculo
(Fig. 31). La zona peldcida se muestra ligeramente delimitada y no presenta continuidad
en la periferia del oocito en reabsorcion. Las células de la capa granulosa forman
pliegues desintegrados y la pérdida de su contenido citoplasmico es evidente. Las células
de la Teca conservan su integridad hasta completarse la degradacion de los
componentes internos del oocito.
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Figura 31. Foliculo atrésico del ovario de M. californicus. Se observa en color rojo intenso el
contenido vitelogénico del oocito (V) y la degradacion de la capa granulosa (CG). La Zona
pelicida se muestra con una forma irregular y discontinua (ZP) y se aprecia como las células
de la Teca conservan su forma (CT). Tincion Tricrémica de Mallory, Aumento: 5X.

8.4.2. Glandula Oviducal

M. californicus presenta una especializacion del oviducto encargada de la produccién de los
envoltorios embrionarios llamada Glandula Oviducal. Esta aparece como un abultamiento del
oviducto en forma de corazoén, con dos piezas de tejido excedente denominadas “proyecciones
laterales” (Fig. 32a). La glandula oviducal presenta un lumen con conexion directa con el utero.
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Anterior

a ) Posterior

Figura 32. Glandula oviducal de M. californicus. a) Representacion esquematica de la posicién
de la glandula oviducal en el corte seleccionado. b) Corte frontal de la glandula oviducal con las
areas glandulares: Zona club (A), Zona papillary (B), Zona baffle (C), Zona teminal (D),
proyecciones laterales (E). Tincién Tricrémica de Mallory, Aumento: 18X.

Zonaclub

La zona club representa la porcion terminal del oviducto anterior, donde es posible observar
numerosos pliegues recubiertos de células epiteliales ciliadas, asociadas a zonas de secrecion
mucosa ubicadas dentro de cada pliegue. Las células ciliadas presentan un nucleo apical
mientras que las células del interior de los pliegues presentan nicleos basales. Los epitelios
secretores de la Zona club estan rodeados por tejido conjuntivo laxo y es posible identificar senos
venosos que irrigan el tejido (Fig. 33).
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Figura 33. Zona club de la glandula oviducal de M. californicus. Se aprecian los pliegues (P) de
tejido epitelial. Las células ciliadas (CC) recubren la porcién externa de los pliegues que esta en
contacto con el lumen (Lu). Se observan sus cilios (Ci) y los nlcleos apicales (Na) de dichas
células y al fondo de los pliegues las células mucosas de nucleo basal (CM). Se identificaron
numerosos senos venosos (estrellas) embebidos en el tejido conjuntivo laxo (TCL), el cual
rodea y sostiene al epitelio glandular. A) Tincién Tricromica de Mallory, Aumento: 10X, B)
Tincion Tricrémica de Mallory, Aumento: 40X.

Zona papillary

Esta zona se caracteriza por la presencia de pliegues o lamelas de menor tamafio y mayor
uniformidad que en la Zona club. Dado que el nimero de pliegues en esta zona (entre 8 y 12) es
menor que en las demas y el tamafio de las proyecciones de dichos pliegues es relativamente
bajo, el area de cobertura del epitelio cilindrico simple ciliado es muy reducida (Fig.34 A). Este
epitelio presenta principalmente células de nucleo apical con granulos de cromatina visibles. Igual
qgue en la Zona club, el tejido conjuntivo laxo se encuentra rodeando al epitelio cilindrico ciliado
simple. Se pueden observar en la region interna de cada pliegue las células mucosas con ndcleos
eucromaticos basales.
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Figura 34. Zona club de la glandula oviducal de M. californicus. Se aprecian los pliegues (P) de
tejido epitelial. Las células ciliadas (CC) recubren la porcién externa de los pliegues que esta en
contacto con el lumen (Lu). Se observan sus cilios (Ci) y los nucleos apicales (Na) de dichas
células y al fondo de los pliegues las células mucosas de nicleo basal (CM). Se identificaron
numerosos senos venosos (estrellas) embebidos en el tejido conjuntivo laxo (TCL), el cual
rodea y sostiene al epitelio glandular. A) Tincion Tricromica de Mallory, Aumento: 10X, B)
Tincion Tricrémica de Mallory, Aumento: 40X.

Zona baffle

La zona baffle se caracteriza por presentar numerosas lamelas (entre 12 y 19) de gran tamario,
cada una con uno o dos espineretes asociados (Fig. 35A). Es comun observar una forma de
Letra “Y” en la porcion de las lamelas que esta mas proximal al limen de la glandula. Tanto las
lamelas como los espineretes presentan, en casi toda la superficie proximal al limen de la
glandula, un epitelio cilindrico ciliado simple con células de nucleo apical. En la region interna,
donde se encuentran las bases de las lamelas y los espineretes, se aprecian células mucosas
de ndcleo basal.
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Figura 35. Zona baffle de la glandula oviducal de M. californicus. Se observan las lamelas (Lm)
con sus respectivos espineretes (Sp) asociados. Se aprecian las células epiteliales ciliadas
(CC) en la porciébn mas cercana al limen (Lu) y las células mucosas (CM) en la base de las

lamelas. Estas presentan un ndcleo basal (Nb). TCL: Tejido conjuntivo laxo. A) Tincion
Tricrémica de Mallory, Aumento: 10X, B) Tincién Tricromica de Mallory, Aumento: 40X

Zonaterminal

La zona terminal es facilmente diferenciable por la ausencia de pliegues y proyecciones. Si bien
cuenta con algunas depresiones en el epitelio cilindrico ciliado simple, no alcanzan la profundidad
de ninguna observada en las zonas anteriormente descritas (Fig. 36A,36B). Embebidas dentro
del tejido conjuntivo se ubican criptas glandulares donde se encontraron sitios de almacén de
esperma (Fig. 36C). Se registraron Unicamente dos hembras adultas no gravidas con criptas
almacenando espermatozoides. Otra particularidad de la Zona teminal es la presencia de
grandes haces vasculares distribuidos a lo largo del tejido conectivo laxo (Fig. 36A).
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Figura 36. Zona teminal de la glandula oviducal de M. californicus. Se observan las lamelas
(Lm) con sus respectivos espineretes (Sp) asociados. Se aprecian las células epiteliales
ciliadas (CC) en la porcién mas cercana al limen (Lu) y las células mucosas (CM) en la base
de las lamelas. Estas presentan un nucleo basal (Nb). TCL: Tejido conjuntivo laxo. C) Cripta
glandular con espermatozoides almacenados (S). Se observan las glandulas tubulares
aledafias (GT) y sus respectivas células epiteliales ciliadas (CEc) y numerosos vasos
sanguineos (estrellas). A) Tincion Tricrémica de Mallory, Aumento: 10X, B) Tincién Tricrémica
de Mallory, Aumento: 40X.C) Tincién Hematoxilina-Eosina, Aumento: 40X.

Proyecciones laterales

Al analizar los cortes de las proyecciones laterales, las cuales se crean a partir de una
prolongacién del lumen en la zona terminal, se identificaron pliegues y proyecciones de secrecion
muy similares a las encontradas en la Zona baffle. Si bien, el nGmero es menor, la disposicion de
las lamelas y sus espineretes es la misma (Fig. 37).
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Figura 37. Proyeccion lateral izquierda de la glandula oviducal de M. californicus. Se observan
las lamelas (Lm) con sus respectivos espineretes (Sp) asociados. Se aprecian las células
epiteliales ciliadas (CC) en la porcién mas cercana al lumen (Lu) y las células mucosas (CM) en
la base de las lamelas. TCL: Tejido conjuntivo laxo. A) Tincion Tricrémica de Mallory, Aumento:
10X, B) Tincion Tricromica de Mallory, Aumento: 40X.

Secreciones

Al aplicar la tincion histoquimica del Acido Peryodico-Schiff (PAS) se lograron identificar las
zonas de secrecion en la glandula oviducal de M. californicus. La reaccién PAS positiva se puede
apreciar en el tejido con una coloracion de rojizo a purpura, presentando diferentes intensidades
dependiendo del tipo e intensidad de la actividad secretora del tejido.

A lo largo de todo el lumen de la gldndula oviducal se pudo apreciar una reaccion PAS positiva,
sin embargo, las zonas que presentaron mayor intensidad y area de cobertura en la periferia
glandular fueron la zona papillary y las glandulas tubulares asociadas a las proyecciones laterales
(Fig. 38) Se puede observar una coloracion casi idéntica entre estas dos zonas, a pesar de su
diferencia en el area de extension.

Por otro lado, la zona club present6 una reaccion PAS positiva en todo el epitelio que recubre los
pliegues en contacto con el lumen de la glandula. La zona baffle por su parte, no presenta una
reaccion PAS positiva en las glandulas tubulares, pero si se encontraron granulos PAS positivos
en el interior de las placas lamelares. La zona terminal presenta el mismo patrén, sin embargo,
se pueden apreciar restos de material PAS positivo en el lumen de esta zona.

En la periferia de la glandula se encuentran organizadas numerosas glandulas tubulares cuyos
adendmeros presentan diferentes intensidades de reaccion PAS positiva, segun la zona en la
gue se encuentran. Aquellos asociados a la zona papillary son los que presentan la mayor
acumulacion de granulos PAS positivos en el citoplasma de sus células mucosas (Fig. 39B). La
divisién entre las glandulas tubulares asociadas a la Zona papillary y aquellas de la Zona baffle
presentan una linea de adenémeros con una reaccion Pas negativa, denominados adenémeros
caudales (Fig. 39A).
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Figura 38. Zonas de secrecion en la glandula oviducal de M. californicus. Se observa la Zona
club (A), Zona papillary (B), Zona baffle (C), Zona terminal (D) y proyecciones laterales (E). Las
lineas punteadas indican las glandulas tubulares con reaccién PAS positiva mas intensa.
Tincién PAS, Aumento: 18X.
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Figura 39. Glandulas tubulares (estrellas) de las Zonas papillary y baffle. A) Regién mas caudal
de las glandulas tubulares de Zona papillary. Las flechas indican la fila de adenémeros
caudales PAS negativos. B) Glandulas tubulares de la Zona papillary con granulos PAS

positivos (+) en el citoplasma de sus células mucosas (CM). Tincién PAS, Aumento: 18X.

8.4.2.1. Utero

El Utero de M. californicus presenta una capa envoltoria denominada tlnica serosa, la cual esta
compuesta de epitelio cubico simple, sostenido por tejido conjuntivo laxo y fuertemente
vascularizada en hembras adultas. Inmediatamente por debajo de esta se encuentra una delgada
capa de fibras musculares que forman la tanica muscular (Fig. 40). El estrato celular de mayor
grosor es la tunica submucosa y, dispuesta hacia el lumen del Gtero, se encuentra una tdnica
mucosa PAS positiva (Fig. 41A). Esta tinica mucosa se comprende de un epitelio cubico de
aspecto pseudoestratificado con células mucosas de nucleo basal y células ciliadas de nacleo
apical (Fig. 41B).
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Anterior Posterior

Figura 40. Corte longitudinal de la regién anterior de un Gtero de hembra adulta de M.
californicus. Se aprecian las zonas con una reaccién PAS positiva mas intensas (rojizo-
parpura). Tincion histoquimica PAS, Aumento: 18X.

Figura 41. Corte longitudinal de un Gtero de hembra adulta de M. californicus. A) Se observa
una estratificacion del tejido, siendo la tdnica serosa (TS) el envoltorio més externo del Utero.
Posterior a esta se observa una tanica muscular (TM), seguida de la tinica submucosa (TSM).
B) En la porcion mas interna del corte, se aprecia el lumen uterino (Lu) y la reaccién PAS
positiva en el epitelio de la mucosa. A) Tincién histoquimica PAS, Aumento: 5X, B) Tincién
histoquimica PAS, Aumento: 10X.
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8.4.3. Machos
8.4.3.1. Testiculos

En los machos de M. californicus, el testiculo demostro ser del tipo diamétrico, presentando una
zona germinal distribuida longitudinalmente en el testiculo, siempre opuesta al tejido epigonal
(Fig. 42). El desarrollo espermatogénico ocurre a lo largo de los numerosos espermatocistos
embebidos en la matriz testicular, soportada por tejido conjuntivo laxo. Cada espermatocisto
contiene un complejo de células germinales en la misma etapa de madurez y esta rodeado por
la membrana basal, (Fig. 43).

Zona Germinal

Figura 42. Imagen panoradmica del corte longitudinal de la region media del testiculo. Se trata
de un macho maduro de M. californicus. Se aprecia la matriz de espermatocistos con la zona
germinal en la base y en el extremo opuesto la zona de degeneracion y el tejido epigonal.
Tincion de Hematoxilina—Eosina, Aumento: 18X.
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Figura 43. Espermatocisto testicular de M. californicus delimitado por una membrana basal
(Mb). Se aprecia el tejido conjuntivo laxo que sostiene a la matriz testicular (TCl) y las células
germinales que, en este caso son Espermatocitos primarios (EP) contenidas en el
espermatocisto. Tincion de Hematoxilina—Eosina, Aumento: 40X

8.4.3.2.  Caracterizacion de la espermatogénesis

Zona Germinal: Espermatocistos en Etapa |

Se trata de la zona del testiculo con los espermatocistos en etapas iniciales de la
espermatogénesis. Las células germinales, por el momento no diferenciadas, se encuentran en
proliferacion y presentan un acomodo desorganizado dentro del espermatocisto (Fig. 44). La
forma del espermatocisto es irregular y la membrana envoltoria no es evidente.
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Figura 44. Zona germinal de un individuo maduro de M. californicus. Se observan los
espermatocistos (Ci) con células germinales desorganizadas. Estos estan rodeados por el
tejido conjuntivo laxo (TCL). Tincion de Hematoxilina—Eosina, Aumento:40x.

Espermatocistos en etapa Il

Las células germinales muestran una organizacion que hace visible el lumen del espermatocisto.
Es posible apreciar la membrana basal que delimita al espermatocisto y los nicleos con parches
de heterocromatina en las células contenidas (Fig. 45).
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Figura 45. Espermatocistos de etapa Il. Se aprecian espermatocistos con un lumen (L) poco
evidente, sugiriendo una etapa méas basal de madurez (Ci), asi como la membrana basal que
delimita al espermatocisto (Mb). Tincién de Hematoxilina—Eosina, Aumento:40X.

Espermatocistos en etapa lll

En esta etapa el diametro del espermatocisto aumenta debido a las divisiones mitéticas que
atravesaron las espermatogonias. Es posible observar el proceso de divisibn meiética que
atraviesan los espermatocitos primarios (Fig. 46). Estos presentan un ndcleo heterocromatico
esférico y el lumen del espermatocisto puede o no estar visible (Fig. 47).
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Figura 46. Espermatocistos de etapa lll. Es posible identificar el proceso de metafase en la
divisién mitética de los espermatocitos primarios (flechas). Estas divisiones dan lugar a un
aumento considerable del tamafio del espermatocisto. Tincion Feulgen, Aumento: 100X.
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Figura 47. Espermatocistos de etapa Ill. Se aprecia el aumento en el nUmero de células

contenidas, ahora diferenciadas en espermatocitos primarios (EP), y una reduccion notable en el
tamafio del lumen del espermatocisto. Tincion de Hematoxilina—Eosina, Aumento: 40X.

Espermatocistos en etapa IV

Los espermatocitos primarios, durante la primera division meiética, dan lugar a espermatocitos
secundarios. Esta division no genera un aumento de tamafio notable en el espermatocisto pero
si un aumento evidente en el numero de células contenidas. El nacleo de los espermatocitos
secundarios es fuertemente heterocromatico, adquiriendo una coloracion violeta intensa a partir
de la tincion con Hematoxilina — Eosina. Estas células presentan un flagelo incipiente que se
dispone de forma desorganizada hacia el lumen del espermatocisto (Fig. 48).
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Figura 48. Espermatocistos de etapa IV. Se aprecian los espermatocitos secundarios (ES) y
sus flagelos dispuestos hacia el lumen del espermatocisto (F). Tincion de Hematoxilina—Eosina,
Aumento: 40X.

Espermatocistos en etapa V

Los espermatocitos, durante la segunda meiosis, dan lugar a espermatidas de ndcleo alargado
y fuertemente heterocromatico. EI nimero de células aumentd, pero el tamafio del
espermatocisto no tiene variacion evidente. Las espermatidas aparecen en desorden, pero es
evidente la disposicion de sus nudcleos hacia la periferia y sus flagelos hacia el lumen del
espermatocisto (Fig. 49).
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Figura 49. Espermatocistos de etapa V. Esperméatidas dispuestas hacia la periferia del
espermatocisto (Ed). Alargamiento nuclear evidente y flagelos dispuestos concéntricamente en
el espermatocisto (F). Tincién de Hematoxilina—Eosina, Aumento: 40X.

Espermatocistos en etapa VI

las espermétidas se diferencian por la pérdida de organelos celulares, se ha reducido
notablemente el area citoplasmatica y se transforman en espermatozoides inmaduros que
después, durante la espermiogénesis, presentan un ndcleo notablemente alargado y forman
arreglo en racimos de numerosas células. En este punto se hacen evidentes las células de Sertoli
gue encapsulan a los racimos de espermétidas dentro de su citoplasma (Fig. 50). Se considera
propician el mantenimiento necesario a las espermétidas cuyo contenido citoplasmico se ha
reducido a los componentes nucleares. Estas células presentan nicleos grandes y eucromaticos
gue se tifien en menor medida que las espermatidas y estan organizadas principalmente hacia
la periferia celular (Fig. 51).
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Figura 50. Espermatocistos de etapa VI, Espermatozoides en maduracion (S) organizados en
racimos, cada uno embebido en el citoplasma de una Célula de Sertoli, cuyo nucleo es visible
(flechas), Tincion Feulgen, Aumento: 100X.
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Figura 51. Espermatocistos de etapa VI. Espermatozoides en maduracion avanzada se
organizan en racimos de numerosos individuos, disponiendo la cabeza hacia la periferia del

espermatocisto (SI). Células de Sertoli organizadas en la periferia y asociadas a los racimos
espermaticos (CS) Tincion de Hematoxilina—Eosina, Aumento: 40X.

Espermatocistos en etapa VII

Los espermatocistos alcanzan el mayor tamafio y presentan paquetes de espermatozoides
maduros, organizados en la periferia del espermatocisto. Las cabezas se muestran
completamente alargadas con un contorno ovalado, lo que las hace parecer ligeramente a un
resorte. Estas estructuras presentan un ndcleo teflido de un color violeta muy intenso a partir de
la tincion con Hematoxilina — Eosina. Es evidente el contorno de los flagelos espermaticos
dispuestos hacia el lumen del espermatocisto y las células de Sertoli ubicadas en el area mas
préoxima a la membrana basal (Fig. 52).
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Figura 52. Espermatocistos de etapa VII. Espermatozoides maduros fuertemente
empaquetados (S) con los flagelos agrupados hacia el centro del espermatocisto (F). Células
de Sertoli organizadas en la periferia del espermatocisto (CS). Tincion de Hematoxilina—Eosina,
Aumento: 40X.

Zona de degeneracion

En esta zona los espermatocistos presentan tamafios y formas variables debido a un proceso de
desintegracion de su contenido. Los espermatozoides son reabsorbidos y aparecen distribuidos
dentro y fuera de los espermatocistos, perdiendo su empaquetamiento. El tejido epigonal se hace
evidente en esta zona, embebido entre el tejido conjuntivo laxo y rodeando a los espermatocistos

en degeneracion (Fig. 53).
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Figura 53. Zona de degeneracion. Espermatocistos en desintegrcion (Cid), pierden su formay
tamafio. Los restos esperméticos (RS) se distribuyen a lo largo del tejido conjuntivo y el tejido
epigonal (TE). Tincion de Hematoxilina—Eosina, Aumento: 10X.

8.4.3.3. Ductos seminiferos

Los cortes realizados en las zonas més proximales al testiculo no presentaron agrupaciones
espermaticas ni cambios en la estructura que sugirieran alguna especializaciéon. Por su parte, los
cortes realizados en la porcion terminal de los ductos permitieron identificar la Vesicula Seminal
(Fig. 54). Se puede observar como los espermatozoides se encuentran organizados en
espermatoforos, dentro de ellos se distribuyen azarosamente en pequefios paquetes de
numerosos individuos, embebidos en una matriz seminal (Fig. 55).
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Figura 54. Vesicula seminal de un macho maduro de M. californicus. Se observa la porcion de
los riflones que acompaifa dorsalmente a los ductos seminiferos y la corteza que delimita el
ducto (CD). Se puede apreciar la organizacion de los espermatozoides almacenados en
Espermatoforos (Es). Tincion de Hematoxilina—Eosina, Aumento: 18X.
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Figura 55. Vesicula Seminal de un macho maduro de M. californicus. Se observan los
paquetes de espermatozoides (Flechas) distribuidos de forma azarosa en la matriz seminal
(MS). Tincion de Hematoxilina—Eosina, Aumento: 10X/40X.

8.5.Desarrollo embrionario

Durante las etapas tempranas de desarrollo embrionario se distinguen estructuras poco
diferenciables y adheridas sobre la superficie del saco vitelino. A medida que el embrion crece,
se deprende de la superficie del saco vitelino y continua su desarrollo dentro de un compartimento
uterino (individual para cada embrién), recibiendo nutricion del saco vitelino por medio de un
cordodn vitelino (Fig. 56A). Una vez que el vitelo se termina, los restos del saco vitelino y el cordén
umbilical se fusionan para formar una placenta que permitira la conexion con las paredes uterinas
para recibir nutricion directa de la madre hasta que culmine el desarrollo embrionario (Fig. 56B).
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Figura 56. Desarrollo embrionario de M. californicus. A) Embrién en etapa temprana de
desarrollo, adherido al saco vitelino. B) Uteros de una hembra gravida. Se observan cuatro
embriones sin saco vitelino visible, conectados al Gtero izquierdo via cordon umbilical

8.6.Estimacion del ciclo reproductivo

A partir del patron de variacion de la longitud total de los embriones y el diametro del oocito de
mayor tamafio, se asume que M. californicus presenta un ciclo reproductivo anual. Como
indicador se registré la presencia de los embriones de mayor talla (24.06 cm) en marzo, cerca de
la temporada de alumbramiento descrita para la especie. Asimismo, se observan los oocitos de
mayor tamafio en el mismo mes (0.75cm), sugiriendo la aproximacion al periodo de ovulacion
(Fig. 57).
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Figura 57. Variacion mensual de la talla promedio de los embriones y el diametro promedio del

oocito mayor de las hembras de M. californicus en Bahia Tortugas, BCS

8.7.Talla media de madurez

El valor obtenido de L>° para las hembras de M. californicus es de 82.89 cm (Fig. 58A), mientras
que para los machos se obtuvo L°°=74.577 cm (Fig. 58B). Del mismo modo, la talla media de

maternidad para las hembras de la especie fue de L>°=86.802 cm (Fig. 59).
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Figura 58. Talla media de madurez para M. californicus en Bahia Tortugas, BCS. A) Hembras
(82.89 cm), B) Machos (74.577 cm).
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Figura 59. Talla media de maternidad para M. californicus en Bahia Tortugas, BCS. (86.80 cm).
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9. Discusién

La composicion de tallas de M. californicus en Bahia Tortugas (BT) incluyd organismos desde
los 53 cm hasta los 126 cm de LT, mientras que Pérez-Jiménez y Sosa-Nishizaki (2010) reportan
un rango de tallas menor para la especie (39 cm a 109 cm de LT) en la regién norte del Golfo de
California (GC). Si bien ambos estudios utilizaron redes agalleras con luz de malla de tamafio
similar, en el GC se utilizaron también redes de arrastre y palangres de fondo para el muestreo.
Esto sugiere que las diferencias en la composicion de tallas de ambos estudios pueden estar
influenciadas por el arte de pesca utilizado, sin descartar la posibilidad de que el patrén de
distribucién poblacional de la especie sea diferente en ambos sitios.

En el presente estudio, M. californicus presento diferencias por sexo con respecto a la talla de
los organismos. Las hembras presentaron tallas mayores a las de los machos, una caracteristica
comun en elasmobranquios y en otras especies del Género Mustelus (Compagno, 1984b; Ebert
et al., 2021; Garcia Vazquez, 2018; Soto-Lépez et al., 2018). Se asume que esta diferencia por
sexo es debido a la necesidad de mayor corpulencia para la produccién de crias en las hembras
(Cortés, 2000).

En relacién con la proporcion de sexos de la muestra, el patrén observado es comparable con el
de otras especies del género Mustelus en la misma area de estudio, donde la proporcién de
hembras es mayor a la de los machos (Garcia-Vazquez, 2018; Soto-L6pez et al., 2018). Estos
resultados sugieren que existe una segregacion sexual para la especie en Bahia Tortugas ya
gue, a pesar de no ser un muestreo sistematizado, todos los eventos de colecta presentaron el
mismo patron. Estas diferencias pueden deberse a las preferencias térmicas y/o de alimentacion
de las hembras reproductoras, patrones observados en diversos grupos de elasmobranquios
(Ruckstuhl & Neuhaus, 2005). En Bahia Tortugas este patrén puede ser explicado por procesos
oceanograficos asociados con la Corriente de California (CC) y su influencia sobre la
productividad de la zona, debido a que la CC promueve el desarrollo de surgencias costeras en
la costa occidental de la Peninsula de Baja California, dando lugar a zonas de alta productividad
(Rojas, 2014). Esto concuerda con el hecho de que la mayoria de las hembras presentaban
gravidez, y durante el periodo de gestacion la demanda energética requiere un sitio con gran
disponibilidad de alimento.

La barrera geogréfica de la peninsula de Baja California indicaque son poblaciones aisladas de
M. californicus; sin embargo, no se puede descartar la posibilidad de que haya migracion de
organismos de un sitio a otro, debido a que aunque se han registrado migraciones hacia dentro
y fuera del alto Golfo de California por parte de los machos en temporadas reproductivas (Pérez-
Jiménez & Sosa-Nishizaki, 2010), aun no se tienenestudios de interconectividad genética ni
movimientos de la especie entre ambos sitios.

La proporcion sexual encontrada en los embriones confirma lo reportado para otros
elasmobranquios, donde la proporcién sexual uterina se encuentra en equilibrio (Walker, 2007)
y coincide con lo descrito para M. californicus en el Golfo de California (Pérez-Jiménez & Sosa-
Nishisaki, 2010).
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En las hembras de M. californicus la correlacion encontrada entre la longitud total y el ancho de
los Uteros puede deberse al proceso continuo de vascularizacion del tejido uterino, durante el
proceso de gestacion. En los machos, las correlaciones positivas encontradas entre la LT y las
estructuras analizadas (largo y ancho de los testiculos y largo del gonopterigio), coinciden con lo
observado en otras especies del género como M. henlei, M. lunulatus y el mismo M. californicus
en el GC. (Garcia, 2018; Pérez-Jiménez & Sosa-Nishizaki, 2010; Silva-Santos, 2012). La especie
M. californicus demostré que a mayor longitud total, las hembras son capaces de producir una
mayor cantidad de crias, como ha sido demostrado en otras especies del género (Garcia, 2018;
Lenanton et al., 1990; Pérez-Jiménez, 2006; Silva-Santos, 2012; Yamaguchi et al., 1998).

El ovario de M. californicus es de tipo externo, descrito anteriormente para Cacharhiinformes
(Pratt, 1988), donde los oocitos se encuentran adheridos al tejido epigonal y orientados hacia el
exterior. El tejido epigonal ha demostrado brindarle a las gébnadas inmunocompetencia por su
naturaleza hematopoyética y linfopoyética (Galindez & Aggio, 2002) y esta presente en las
gonadas de ambos sexos en un gran numero de especies de elasmobranquios (Carrier et al.,
2012).La funcionalidad de un solo ovario (derecho) coincide con la descripcion de diversas
especies de elasmobranquios viviparos, principalmente tiburones (Hamlett, 2005). La
arquitectura general del aparato reproductor interno, partiendo del ovario y hasta llegar a la
cloaca es similar a la anatomia de otras especies del género Mustelus (Garcia, 2018; Silva-
Santos, 2012; Soto-Lépez et al., 2018).

En la presente investigacién se obtuvo por primera vez una descripcion de la morfologia
microscOpica de las zonas existentes en la glandula oviducal de M. californicus, utilizando
métodos histoquimicos, en los cuales se demostraron las caracteristicas de cada zona de
secrecién, comparables con otras especies en el género Mustelus. Se confirmd la presencia las
cuatro zonas de especializacién de la glandula oviducal, Zona club, Zona papillary, Zona baffle y
Zona teminal, descritas para numerosas especies de elasmobranquios (Hamlett, 2005) y otros
miembros del género Mustelus como M. schmitti (Elias, 2015), M. antarticus (Storrie et al., 2008),
M. asterias (Farrell et al., 2010), M. lunulatus (Garcia Vazquez, 2018), M. henlei (Silva-Santos,
2012) y M. canis (Hamlett, 2002). Se han descrito anteriormente secreciones gelatinosas de
mucopolisacaridos y glicoproteinas en las zonas club y papillary (Hamlett, 2005; Storrie et al.,
2008, ), como es el caso para M. californicus, donde ambas zonas mostraron reacciones PAS
positivas a lo largo del epitelio de cobertura de los pliegues internos y la fuerte reaccion PAS
positiva en los adendmeros de las glandulas tubulares en la periferia de la zona papillary.
Asimismo, se pudo observar la fila de adenémeros caudales que delimita las Zonas papillary y
baffle como se ha evidenciado en M. canis, M. schmitti y M. lunulatus (; Hamlett, 2002; Hamlett,
2005, Elias, 2015, Garcia-Vazquez, 2018).

La zona baffle de M. californicus no presenta una fuerte reaccién PAS positiva, sugiriendo que la
naturaleza de sus secreciones difiere en composicion con las zonas club y papillary. La Zona
baffle se ha descrito como la encargada de la produccion de las membranas terciarias en
especies viviparas y las capsulas ovigeras en especies oviparas (Carrier et al., 2012; Hamlett,
2005), lo cua concuerda con lo observado en el presente estudio.

En cuestion morfoldgica, la zona baffle de M. californicus es bastante similar a lo que se ha
descrito para el género, donde las zonas de secrecidén se encuentran en la parte interna de las
placas lamelares, las cuales se forman a partir de pliegues con espineretes de transporte de
sustancias asociados a ellos, cada uno recubierto de epitelio cilindrico ciliado simple ( Santos,
2012; Storrie et al., 2008,Elias, 2015; Garcia, 2018; Silva-).
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La Zona teminal de M. calfornicus present6 una reaccion PAS positiva poco notoria, coincidiendo
con las propiedades en la produccion de filamentos queratinoides, descritas en especies
viviparas (Hamlett, 2005). Se comprobé otra actividad descrita en numerosas ocasiones para la
zona teminal, relacionada con el almacenamiento de esperma ( Pratt, 1993; Hamlett, 2002;
Hamlett, 2005; Storrie et al., 2008; Carrier et al., 2012; Garcia, 2018).

La morfologia de la zona terminal de M. californicus permite almacenamiento de esperma, tanto
por la formacién de tabulos glandulares como por la gran vascularizacion del tejido conjuntivo
que los rodea, En este estudio se registraron dos hembras adultas con presencia de
espermatozoides almacenados en tubulos de la zona terminal y no se observo la presencia de
espermatozoides en alguna otra zona de la glandula, contrario a lo registrado en M. schmitti y M.
antarticus, donde se han encontrado espermatozoides alojados en el lumen de las cuatro zonas
de la glandula oviducal ( Storrie et al., 2008; Elias, 2015).

Los pocos registros de presencia de almacén espermético en M. californicus podrian indicar que
las hembras en el area de estudio no hacen uso de esta estrategia reproductiva tan
frecuentemente como otros congéneres. Sin embargo, el hecho de que se ha registrado en otras
especies del género la posibilidad de almacenar espermatozoides hasta por trece meses ( Storrie
et al., 2008; Elias, 2015;) sugiere que la causa puede estar relacionada con el manejo de las
muestras (fijacién, lavado, etc.).

Este estudio presenta por primera vez una descripcién morfolégica e histoquimica del interior de
las proyecciones laterales de la glandula oviducal de una especie del género Mustelus, las cuales
tienen un lumen originado de la zona terminal y tienen una morfologia interna muy parecida a la
de la zona baffle. Sin embargo, el &rea de secrecion en las glandulas tubulares que rodean a las
placas lamelares de las proyecciones laterales presenta una reaccion PAS positiva igual de
intensa que aquella observada en la zona papillary, sugiriendo que el tipo de secrecion de estas
proyecciones laterales es de origen glucoprotéico.

La morfologia uterina de M. californicus corresponde con aquella descrita para tiburones
viviparos (Hamlett, 2002; Storrie et al., 2009), donde el tejido mas interno que esta en contacto
con el lumen del Utero esta recubierto por un epitelio de secrecién mucosa. Este tejido presenta
una reaccion PAS positiva muy intensa, sugiriendo la secrecion de sustancias con altos
contenidos de carbohidratos. Esto puede ser explicado debido a que las paredes uterinas
producen sustancias ricas en glucoproteinas que seran aprovechadas por el embrién antes,
durante y después del proceso de placentacion que presenta la especie. Es importante
establecer que aun después de la fusion de la pseudoplacenta con el Gtero, los nutrientes
obtenidos por el embrion no provienen del torrente sanguineo de la madre, sino que son
producidos por las paredes uterinas (Carrier et al., 2012).

Se describe un tipo de testiculo diamétrico para M. californicus, donde la maduracion de los
espermatocistos dentro de la matriz testicular presenta un origen orientado hacia una de las
paredes laterales del testiculo y una direccion hacia su periferia (la pared opuesta). De tal modo
gue la zona germinal se encuentra localizada en la pared opuesta a la zona germinal, tal como
ha sido descrito para los Carcharhinidos (Pratt, 1988) y otras especies de Mustelus ( Silva-
Santos, 2012; Garcia, 2018).
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Se identifico un proceso de maduracién no registrado anteriormente en elasmobranquios, donde
los testiculos se encuentran completamente maduros; sin embargo, los érganos copuladores ain
no tienen las caracteristicas para la reproduccion (rifiodén aln esté cerrado y el gonopterigio no
presenta calcificacion ni rotacion), por lo que no son clasificados como organismos maduros.
Entonces, se estableci6 la categoria de machos “En Maduracién “, donde se clasificaron todos
aquellos que presentan espermatocitos en la Ultima etapa de maduracion dentro del testiculo,
pero el gonopterigio como érgano externo tiene las caracteristicas de un organismo inmaduro.

Esta categoria se basa en el hecho de que, aunque los érganos internos presenten madurez
completa, se requiere que los 6rganos externos estén completamente maduros para la
reproduccion. En las hembras de M. antarticus se han presentado eventos de cépula humerosas
veces, incluso antes de presentar madurez de los 6rganos internos (Storrie et al., 2008), con
base en la presencia de espermatozoides dentro del tracto reproductivo de hembras inmaduras.

Algunas especializaciones de los ductos como son el epididimo y la glandula de Leydig son
identificables a simple vista en organismos maduros de otros elasmobranquios (Carrier et al.,
2012; Pratt, 1988). En M. californicus presenta ductos seminiferos sin especializaciones externas
aparentes, como se reportd para M. lunulatus (Garcia, 2018). Por esta razén se traté de incluir
el analisis histolégico de las tres zonas donde podria encontrarse alguna especializacion del
ducto: la zona mas proximal al testiculo, la zona media entre el testiculo y la cloaca y la zona
mas proxima a la cloaca. La Unica zona que mostré una especializacion fue la region terminal de
los ductos, donde se ubica la vesicula seminal. En esta ultima se identificé el tipo de organizacion
de los testiculos en espermatéforos, donde los espermatozoides se encuentran en numerosos
manojos de varios individuos sumergidos en una matriz seminal. Es la primera vez que se
documenta este tipo de acomodo espermatico en la vesicula seminal de Mustelus californicus.
Anteriormente habia sido reportado un acomodo del tipo espermatozeugmata en M. henlei, M.
canis, M. griseus y M. manazo (Hamlett, 2005; Soto-Lépez et al., 2018). Esto promueve la
necesidad de un analisis mas detallado y sistematico de los ductos seminales en M. californicus
para complementar el conocimiento sobre la anatomia reproductiva de la especie.

El andlisis de la embriogénesis y oogénesis en las hembras de M. californicus mostré las tallas
embrionarias promedio mas pequefias (4.16 cm) en mayo; mientras que las tallas mas grandes
(24.06 cm) se registraron en marzo. Del mismo modo, los oocitos con el didmetro promedio mas
pequefio (0.36 cm) se registraron en mayo y los de mayor tamafio (0.35 cm) en marzo. Esto
sugiere que, en el mes de marzo, las hembras se encuentran cercanas al periodo de ovulacion
y los embriones se encuentran cerca de la talla de nacimiento propuesta anteriormente para la
especie (24-30 cm). Esta informacién corrobora el ciclo reproductivo anual registrado para la
especie y los periodos de ovulacion (finales de abril a finales de junio) y alumbramiento (abril y
mayo) similares a lo propuestos para el Golfo de California ( Pérez-Jiménez & Sosa-Nishisaki,
2010; Ebert et al., 2021). Esta similitud en los periodos de alumbramiento, a pesar de estar en
zonas diferentes, tienen sentido considerando que se trata de la misma especie.

Entre los esfuerzos legislativos que se han establecido en pro de la conservacion de
elasmobranquios esta la veda de tiburones y rayas, que prohibe la pesca de estos organismos
durante 2 a 3 meses dependiendo del litoral (INAPESCA, 2013).
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En el caso del Pacifico mexicano, donde M. californicus presenta interés pesquero, la veda
abarca desde el 1° de mayo hasta el 31 de julio. Por lo que este periodo de veda concuerda con
los primeros meses de vida de los organismos neonatos y los primeros meses del ciclo ovarico
en las hembras. Este es un ejemplo en el que la veda tiene un impacto positivo sobre la biologia
reproductiva de una especie, no siendo este el caso de otras especies de Mustelus en la zona,
ya que M. lunulatus en Bahia Tortugas tiene periodos de ovulacién y alumbramiento en los meses
posteriores a la veda (Garcia, 2018).

Es importante mencionar que el numero de hembras gravidas que presentaron embriones con
longitudes totales cercanas a la talla de nacimiento propuesta para la especie (30cm) (Pérez-
Jiménez & Sosa-Nishizaki, 2010) fue sumamente bajo, por lo que es dificil pensar que Bahia
Tortugas sea un area de alumbramiento para esta poblacién. Esta idea podria ser reforzada por
el hecho de que no se tiene un registro de ningdn neonato en los muestreos; sin embargo, al ser
una pesca ho sistematizada y utilizando luces de malla cuyo objetivo es la pesca de organismos
de mayor tamafio, no se puede asegurar gue no hay neonatos en la zona.

La talla media de madurez estimada para la especie presentd la tendencia esperada, en donde
las hembras maduran a una talla mayor que los machos (82.89cmy 74.57 cm respectivamente).
Al comparar estas tallas con las estimaciones realizadas por Pérez Jiménez y Sosa Nishizaki
(2010) en la region norte del GC, se encontrd que las hembras en Bahia Tortugas maduran a
tallas mas pequefias que en el GC; mientras que los machos maduran a tallas mayores que en
el GC. Estas diferencias pueden deberse a los porcentajes de madurez encontrados en las
muestras y la proporcion sexual de ambos sitios de muestreo. En el estudio realizado en el GC
se contd con una proporcién inmadura-madura de 87% - 13% en las hembras y 68%-32% en los
machos, mientras que en Bahia Tortugas esta misma proporcion fue de 12% - 88% en las
hembras y 46.4% - 53.6% en los machos. La proporcion sexual fue de 0.78H:1M para el GC y
3.6H:1M para Bahia Tortugas.

Se ha propuesto que el inicio fisioldgico y etolégico de algunos procesos reproductivos (como la
gametogénesis o las segregaciones reproductivas) en los elasmobranquios, asi como muchos
teledsteos, estan influenciados por la temperatura del agua, la duraciéon del fotoperiodo y la
disponibilidad de alimento ( Hamlett, 2005;; Maruska & Gelsleichter, 2011; Carrier et al., 2012).
Este patrén se ha observado en M. manazo, donde la temperatura del agua ha sido uno de los
factores que se correlacionan con ciertas diferencias en los parametros reproductivos como la
talla y edad de madurez, en poblaciones de localidades diferentes (Yamaguchi et al., 1998).
Asimismo, se ha descrito como la temperatura del agua parece influenciar la fluctuacién en la
concentracion de hormonas sexuales en las hembras de M. schmitti, promoviendo asi procesos
reproductivos de una poblacién (Elisio et al., 2019).

En el presente estudio, no se tiene informacion suficiente para decir que las diferencias
encontradas en los parametros reproductivos se deban a la diferencia de temperatura en BT con
respecto al GC.

Considerando que las hembras parecen madurar en BT a tallas mayores que en el GC y los
machos en sentido contrario, pareciera que las diferencias entre los resultados de ambos
estudios pueden deberse a otros factores como el tipo y tamafio de muestreo o el modelo
utilizado para calcular la talla media de madurez.
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Otro factor que habria que analizares el posible cambio en el esfuerzo pesquero en Bahia
Tortugas. Es probable que, dependiendo tanto del afio y el mes, como de las condiciones
meteoroldgicas, los pescadores de BT puedan dirigir sus esfuerzos de pesca a la obtencién de
diferentes recursos. Eso podria estar influenciando tanto la cantidad de organismos que se
pescan como sus tallas.

10.Conclusiones

10.

11.

Los patrones de distribucion poblacional de M. californicus presentan variaciones segun
la regién del muestreo y el arte de pesca utilizado.

Con respecto a la diferencia de tallas entre los sexos, la poblacion de hembras de M.
californicus tiene en promedio mayor tamafio que los machos, coincidiendo con otras
especies de elasmobranquios del género Mustelus.

Los resultados obtenidos concluyen que M. californicus presenta segregacion sexual en
la poblacién presente en Bahia Tortugas, Baja California Sur.

La presencia de un gran numero de hembras gravidas en el muestreo se atribuye a que
Bahia Tortugas es una zona de alta productividad y gran disponibilidad de alimento.

Los embriones de M. californicus presentaron una proporcién sexual en equilibrio como
es comun en numerosas especies de elasmobranquios.

Las hembras de M. californicus demostraron que, a mayor tamafio, producen una mayor
cantidad de crias.

La glandula oviducal de M. californicus presentdé cuatro zonas de especializacion
descritas para elasmobranquios: zona club, papillary, baffle y terminal.

A partir del andlisis histoquimico de la glandula oviducal, se confirm6 un tipo de secresion
glucoprotéico en las zonas club y papillary, y con mayor intensidad en los adenémeros de
las glandulas tubulares.

La baja reaccibn PAS positiva observada en la zona terminal coincidi6 con las
propiedades de produccion de filamentos queratinoides que se han descrito con
anterioridad.

M. californicus presenté almacenamiento espermatico Unicamente en las criptas de la
zona teminal de dos hembras adultas.

El epitelio secretor de las proyecciones terminales en la glandula oviducal de M.

californicus tiene una gran similitud morfolGgica con la zona baffle.
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12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

La morfologia uterina de M. californicus corresponde a la descrita para otras especies de
tiburones viviparos, donde se cuenta con epitelio mucoso de secrecién, asociado a la
nutricion embrionaria.

El testiculo de M. californicus presenta la zona germinal y la zona de degeneracion en
sitios opuestos del testiculo, correspondiendo al tipo de testiculo diamétrico, descrito para
tiburones Carcharhinidos.

El proceso de maduracion sexual de los machos de M. californicus ocurre por completo
en los testiculos, antes que en los gonopterigios.

Se establecid un grupo de organismos como “En Maduracién” ya que presentaron
madurez sexual en los testiculos; sin embargo, sus gonopterigios aln no presentaban las
caracteristicas de madurez necesarias para la copula.

Los espermatozoides maduros de M. californicus se organizan en espermatoforos dentro
de la vesicula Seminal.

Los resultados de este estudio corroboran el ciclo reproductivo anual de la especie y una
temporalidad de los periodos de ovulacion y alumbramiento coincidentes con aquellos
descritos para la poblacion del Golfo de California.

La veda de pesca de tiburones en el Pacifico mexicano coincide con los primeros meses
de vida de los neonatos y los primeros meses del ciclo ovarico de las hembras de M.
californicus.

No es posible considerar a Bahia Tortugas como un area de crianza, debido a las pocas
hembras gravidas con embriones cercanos a la talla de alumbramiento y al tipo de
muestreo de este estudio, que esta dirigido a organismos de mayor tamafio, haciendo
dificil determinar la presencia de neonatos en la localidad.

Las hembras de M. californicus presentan una talla media de madurez mayor a la de los
machos en Bahia Tortugas.

No se cuenta con las pruebas suficientes para determinar que las diferencias en las tallas
medias de madurez de la especie entre Bahia Tortugas y el Golfo de California se deban
a la variacion de temperatura en ambas localidades.

Al ser la primera vez que se estima la talla media de maternidad para M. californicus, se
establece este pardmetro como punto de comparacion para analisis futuros en la misma

especie.
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12. Anexo A

Preparacion del Reactivo de Schiff

Reactivos
REACTIVO CANTIDAD
Fucsina basica 20¢g
Metabisulfito de potasio 20¢g
Acido Clorhidrico 1N 60 ml
Agua destilada, 340 ml
Carbon Activado 4 cucharadas

Procedimiento

Se disolvid la fucsina basica en los 60 ml de &cido clorhidrico 1N, se adicion6 y mezcl6 con el
agua destilada, en un matraz Erlenmeyer. La mezcla se agitd enérgicamente hasta
homogeneizar los componentes. La mezcla se trasladé al frasco &mbar con tapén esmerilado,
se agité enérgicamente durante 10 minutos, el frasco se protegié de la luz con un forro de papel
aluminio y se dejé reposar en el refrigerador durante 72 horas.

Pasado este tiempo se extrajo del refrigerador el frasco &mbar, la mezcla se coloca en un matraz
Erlenmeyer y se le afiade el carbdn activado, se agita reiteradamente de manera enérgica cerca
de 10 minutos. La mezcla se filtr6 a través de un embudo con papel filtro convencional hasta
obtener un liquido transparente con aspecto de agua clara.

Finalmente, el liquido (Reactivo de Schiff) se conserva en refrigeracion, contenido en un frasco
ambar previamente lavado y aclarado con agua destilada, hasta su utilizacion.

Se realizaron pruebas de tincion para establecer los tiempos requeridos para la especie y los
tejidos de interés, utilizando duplicados de las laminillas elegidas para el estudio. Los tiempos
seleccionados para cada tincion fueron los siguientes:
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Tiempos

utilizados para cada tincion

Tincién Hematoxilina — Eosina

1. Hematoxilina de Harris 4 minutos (previamente filtrada)
2. Lavado en agua corriente
3. Alcohol acido 1 segundo
4. Lavado en agua corriente
5. Agua amoniacal Esperar el viraje a azul
6. Lavado en agua corriente
7. Lavado en agua destilada
8. Eosina (1%) 5 segundos
9. Deshidratacion de la laminilla
Tincion Tricrémica de Mallory
1. Fucsina &cida (1%) 3 minutos
Lavado en agua destilada
Acido Fosfomolibdico (1%) 2 minutos

Lavado en agua destilada
Mezcla de Mallory

3 minutos (previamente filtrada)

Lavado en agua destilada
Deshidratacion de la laminilla

Noosrwd

Tincion Periodic Acid Schiff (PAS)

1. Acido Peryddico (6%) 10 minutos

2. Lavado en agua destilada

3. Reactivo de Schiff 40 minutos

4. Agua Sulfurosa 1 minuto

5. Lavado en agua destilada

6. Hematoxilina de Harris 8 minutos (previamente filtrada)
7. Agua de grifo 5 minutos

8. Amarillo de metileno (0.5%) 15 segundos

9. Agua acética Lavado enérgico

10. Deshidratacion de la laminilla
Tincion Feulgen

1. Acido Clorhidrico 1N

1 minuto

Acido Clorhidrico 1N (60°)
Acido Clorhidrico 1N

10 minutos
2 minutos

Lavado en agua destilada
Reactivo de Schiff

5 minutos
45 minutos

Agua sulfurosa

10 minutos

Nogaprwd

Verde luz

40 segundos
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8. Lavado en agua destilada
9. Deshidratacion de la laminilla

El proceso de deshidratacion de las laminillas, previo a la observacion de los tejidos en el
microscopio se realizd inmediatamente después del Gltimo paso de cada una de las técnicas de
tincion utilizadas. Los pasos realizados para esta fase fueron los siguientes:

1. Alcohol (96%) 1 segundo

2. Alcohol (100%) I 1 minuto

3. Alcohol (100%) Il 1 minuto

4. Acetona 2 minutos

5. Acetona-Xileno (1:1) 2 minutos

6. Xileno | 2 minutos

7. Xileno Il 2 minutos

8. Montaje de cubreobjetos con pegamento Cytoseal
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