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ANEXO



RESUMEN

Durante el mes de julio de 1995 y de abril a agosto de 1996, se muestrearon 46
tiburones gata (Ginglymostoma cirratum). De cada individuo se colectd una seccién
vertebral con 7 a 10 discos vertebrales, de la region localizada a la altura del pliegue
terminal de la aleta pectoral. Se probaron ocho métodos de resaltamiento, para determinar
cuales de ellos petmiten una mejor observacion de las bandas de crecimiento en sus discos
vertebrales. Los métodos de tincidén con Cristal Violeta, Rojo de Alizarina “S” y nitrato de
plata, resaltamiento con grafito, radiacién con Rayos-X, Aclaramiento con aceite de
madera de cedro, asi como observaciones directas, con luz transmitida, de discos
vertebrales completos y observaciones directas, con luz reflejada, de secciones
longitudinales de la vértebra, fueron las ocho técnicas comparadas y evaluadas entre si en
base a los siguientes criterios: calidad de contraste, niimero de bandas observadas y
cantidad de vértebras eliminadas. Después de aplicar las pruebas estadisticas de Mann-
Whitney, Ji-cuadrada (X?), Kruskal-Wallis y un anélisis de similitudes (analisis en cluster)
se encontrd que las técnicas que representan las mejores opciones, para resaltar las bandas
en las vértebras de G. cirratum, son: tincidén con Rojo de Alizarina “S”, tinctén con Cristal
Violeta y la aplicacién de grafito. Estas tres técnicas, permitieron la mejor observacidn de
las bandas, aunque la inconstancia de la tincidén con las dos primeras origind la pérdida de
varias vértebras, mientras que con grafito fue dificil la definicidn de la totalidad de las

bandas principalmente en las vértebras de individuos mas viejos.



INTRODUCCION

En Jas aguas de México habitan aproximadamente {00 de fas 360 especies de tiburones
distribuidos mundialmente (Castillo, 1990; Compagno. 1990). A nivel nacional se capturan
comercialmente 44 especies pero solo 15 de ellas, incluyendo al tiburén gata Ginglymostoma
cirratum Bonaterre (1783). son las principales especies capturadas en el Golfo de México v Mar
Caribe (Uribe, 1993; Bonfil, 1994). En el area del Caribe mexicano Isla Mujeres, municipio del
estado de Quintana Roo. es actualmente el centro de mayor produccion pesquera de tiburdn de

dicho estado (Fig. 1). de la que G.eirraium representa el 26 % de la captura total.

A pesar de su importancia comercial. el escaso valor economico de fas especies explotadas ha
repercutido en fa escasez de informacion pesquera y bioldgica de dichas especies (Branstetter.
1987b: Bonfil. 1994). asi como en la lalta de una normatividad oficial que regule su pesca
{Anderson. 1990: Bonfil ¢f 'al.. 1990; Castillo, 1992). Por lo anterior el manejo racional de este
recurso pesquero. depende de un incremento en el conocimiento de la biologia y ecologia de sus

poblaciones (Pitcher y Hart, 1982).

Cabe mencionar que el grupo de los elasmobranquios en general, presentan una serie de
caracteristicas dentre de su ciclo de vida que los ubica en ¢l grupo de las especies clasificadas
como estrategas K tas cuales consisten principalmente en un lento crecimiento. un periedo de
eestacion prolongado. maduracién sexual tardia y poca fecundidad. La combinacion de dichas
caracteristicas origina una relacidn direeta entre ¢l tamafio de la poblacion y el reclutamicnto. ¢s
decir que el nimero de crias que pueden producir es limitado v depende del numero de adultos de
1o poblacion. Como consceuencia. estas especies no poseen la capactdad para soportar una intensa
v prolongada presion de |)cséal. lo que los hace particularmente vulnerables 2 una

sobreexplotacion (Hoenig y Gruber. 1990: Anderson, 1990; Pratt y Casey. 1990: Casulio, 1991).

En 1990 1ocnlg y Gruber sefialaron que hasta entonces no se habla desarrollade una
deseripeion de los indicios de una sobreexplotacion, cjercida sobre las poblaciones de

clasmobranguios. simitar a la desarroliada para las poblaciones de eledsteos v sugiricron que
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estos sintomas podrian incluir una reduccion. en la edad y talla media de la poblacion, asi como

en la edad de maduracion v la proporeion de hembras gravidas, entre otros.

La determinacion de la edad de los peces es la base para hacer los calculos que permiten
conocer ¢l crecimiento, mortalidad, reclutamiento y otros parametros fundamentales de la
poblacion. Por 1o tanto los estudios de edad y crecimiento resultan esenciales para la evaluacion
de la dinamica v estructura poblacional de las especies explotadas (Holden y Raitt. 1975; Powers.
1983 Anonimo. 1993b; Officer ¢f «f., 1996). Sin embargo la informacion sobre edad vy
crecimicnto de la mavoria de las especies de tiburones es escasa y dispersa. debido
principalmente a la ausencia de un indicador de edad confiable en estos organismos (Parsons.
1993). y a la dilicultad de obtener un tamafio de muestra representativa de la poblacion durante
los muestreos. ya que ademds presentan grandes tallas. baja abundancia y un comportamiento

migratorio (Cassclman, 1983: Caillict et al.. 1983b).
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El uso de métodos indirectos. como el andlisis de frecuencia de tallas y progresién modal entre
otros. s¢ basan en cf supuesto de gue todos los individuos de la muestra. tienen la misma edad a la
misma longitud v han producido resultados poco confiables en la estimacion de edad de especies
de crecimiento lento v larea vida, como los elusmobranquios, ya que varios grupos de edad se
presentan en una sola clase de talla, violando dicho supuesto (Brothers. 1983: Padovani y Vooren.

1991).

1 seguimicnto del crecimiento de  organismos marcados-liberados v recapturados 6
mantenidos en cautiverio es uno de los métodos directos mas confiables para fa determinacion de
la edad v crecimiento de elasmobranquios. sin embargo el bajo porcentaje de organismos
recuperados v 1o imeapacidad de muchas especies para sobrevivir en cautiverio, asi como ¢l costo

de mantenimicnto de este y el tiempo requerido para la obtencion de resultados, han restringido el

uso de esta téenica a unas cuantas especies (Branstetter. 1987c¢).

Por otra parte. y a diferencia de los peces 6seos, los elasmobranquios poseen un esqueleto
cartilaginoso calcificado con osificacion pericondrial (Ridewood, 1921; Padovani y Vooren,
1991). par lo gue los métodos cominmente utilizados para determinar la edad de los peces dseos.
como el undlisis de escamas v otolitos caledreos. no son Gliles en ¢l caso de los clasmobranquios
(Cailtict. s of.. 1983a). Es por ello que se ha propuesto una técnica moderadamente directa. pero
exitosa. fa cual consiste en cf andlisis de estructuras duras tales como sus vértebras, y en algunas
especies. fus espinas de las aletas. Esta téenica se basa en fa interpretacion de ciertas zonas con
cantidades diferenciales de calcio, localizadas en ¢l borde vertebral (Fig, 2). comoe bandas de
crecimicnto cuva lormacion obedece a cambios estacionales a traves de la vida del individuo

(Branstetter. ¢ af. 1987 Casselman, 1974).

Desde que Haskell sugirio en 1949 que estas zonas podrian ser dtiles en la determinacion de
cdad. se han desarrollado y utilizado varios métodos para resaltar dichas zonas en diversas
especies de clasmobranquios (Cailliet, er af. 1983b). Dichos métodos de resaltamienio incluyen
diversos métodos de tincion. radiacion con rayos-X. marcaje con tetraciclina. andlisis

histologicos. inpregnacion del borde vertebral con grafito v observaciones didrectas, entre otros.



No obstante en la actualidad, no existe un método (nico que pueda ser utilizado.
satisfactoriamente. en el grupo de los elasmobranquios en general (Parsons. 1983). debido a que
fos patrones de calcificacion. responsables de la formacion de las bandas. pueden variar
considerablemente entre tas especies (Ridewood. 1921: Urist. 1961 Cailliet. ¢r «f.. 19835:
Getsteichter er af .0 1998): por 1o que ¢l establecimiento de una téenica apropiada para evidenciar
¢l patron de bundeo en las vértebras de una especie determinada. depende de una revision v

evaluacton de las metodologias disponibles.

Dado que la estimacion de la edad de Gleirratum, mediante la lectura de bandas de
crecimiento en sus discos vertebrales no se ha intentado con anterioridad. y considerando que el
éxito de una téenieca especilica depende del patron de caleificacion de las vértebras de cada
especie. ¢ presente trabajo pretende contribuir al conocimiento de su edad. mediante la
evaluacion de aleunos de los métodos de resaltamiento mas comunmente utilizados. en estudios

de determinacion de a edad de otras especies.
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ANTECEDENTES

El tiburdn gata. G. cirranum, es una especie frecuentemente utilizada en investigaciones
biomddicas. como lo indican los mas de 22 reportes de investigacion encontrados (consulta
ASFA. 1996). pero los estudios sobre la biologia y pesqueria de la especie son escasos. Los dos
trabajos reportados hasta la fecha son el de Khimiey (1980). quien describié brevemente el
comportamicnto de cortejo y copulacion de G. cirratim en cautiverio: y el realizado por Carrier y
Luer (1990). para estimar la tasa de crecimiento de 44 individuos marcados y recapturados v tres
organismos mantenidos en cautiverio. Por su parte Fisher (1978), Compagno (1984) v Castro

(1993}, resumieron la informacion biologica de la especie disponible hasta entonces.

Descripeion v distribucion.

El tiburdon gata presenta una boca terminal con barbas sobresalientes (semejantes a bigotes) en
cada fado de la boca; y su primera aleta dorsal se origina sobre, § posteriormente, al origen de la
aleta pélvica. su color va de café oscuro a café claro en el dorso y café mds claro en la parte
ventral sus ojos s¢ ubican por detras de la boca (Castro. 1993). Los adultos miden entre 230 y
300 em (Castro. op. cic) pero la maxima talla registrada ¢s de 430 em. Son organismos
ovoviviparos con camadas hasta de 26 erias. su talla el nacer es de 27 a 29 em (Fischer. 1978).
l.os machos alcanzan la madurez sexual a los 200 6 210 cm y fas hembras a los 240 6 260 ¢m

(Carrier y Luer, 1990). Scgin Klimley (1980) el apareamiento ocwire entre junio y julio.

in el Atlantico Qccidental. el tiburdn gata se distribuye desde cabo Hatteras hasta Brasil
(Castro, 1993) incluyendo ¢l Golfo de México y Mar Caribe: y en el Pacifico Oriental. desde ¢l
Golfo de California hasta las costas de Perd, (Fischer. 1978: Carrier y Luer, 1990). Aunque la
especie habita tnto en aguas costeras como en aguas profundas. sumayor abundancia. en lugares

con fondos arenosos O rocosos. sugicre una mavor prelerencia por aguas someras (Uribe, 1993)



.a ubicacion axonomica de G. cirratum es la siguiente: (Compagno, 1984)

Phylum Chordata Haeckel, 1874
Subphylum Vertebrata Duchesne, 1975
Superclase Gnalostontata Save y Soderbergh, 1934
Clase Efasmobranchimorphi Jarvich, 1960

Subclase Chondrichthyes Arambourg y Bertin, 1958
Infraclase Elasmobranchii Muller, 1844
Superorden Euselachi Regan. 1966

Orden Orectolobiformes Compagno, 1973
Familia Ginglymostomatidae Muller y Henle, 1837
Género Ginglymostoma Muller y Henle, 1837
Lspecie (i cirratum Bonnaterre. 1788

Antecedenies Metodologicos

I:n fa mayor parte de las investigaciones sobre edad y crecimiento, hasta hoy realizadas, se han
utilizado mis de dos métodos. con el fin de comparar y apoyar {a informacidn obtenida en cada
uno. y ampliar la confiabilidad de los resultados. Brothers (1983) y Cailliet (1990) han sefialado

que entre fos métodos mas usados se encuentran:

i) Monitoreo del crecimiento de organismos mantenidos en cautiverio
2) Monitoreo det erecimicnto de organismos en libertad en estudios de marcaje-recaptura.
3) Marcas periodicas, naturales ¢ con tetraciclina en estructuras calcificadas (vértebras y espinas
de aletas) de fas gue se derivan:
a.- analisis del incremento marginal del disco vertebral & espina.
b.- propurcionalidad de ereeimiento y retrocdleulo,
e andlisis de la composicion clemental y/6 caracteristicas histologicas del margen del
horde del centro vertebral ¢ esphna.
4. Andtisis de Jrecuencia de tadlas,
3). Fechacion radiométrica,
Cuillict e af. {1983b) sealaron que una de las desventajas de los estudios de erecimiento en
cautiverio. ¢s que los individuos ne se encuentran bajo condiciones naturales v por o tanto

pucden exhibir tasas de crecimiento anormales. Aleunos auwtores han mencionado que los



tiburones pucden crecer rapidamente en cautiverio ya que aprovechan las condiciones de
abundante alimentacion (Gruber ¥y Stout. 1983). Parsons. (1993) por su parte. observd una
disminucion en la lasa de crecimiento de 8 especimenes de S. tiburo capturados v mantenidos en
cautiverio. El autor menciona que posiblemente las especies de tiburones de grandes tallas se
enfrentan @ una alimentacion mas limitada que las especies de talla pequefa. cuando se

encuentran en fibertad.

Por otra parte. fos cstudios de marcaje v recaptura. para determinar la edad v crecimiento de
tiburones. han aumentado recientemente. no obstante fa dilicultad que representa la recaptura de
los organssmos marcados. asi como el bajo porcentaje de organismos recapturados. n 1983
Casey er al. hicleron cstimaciones retrocalculadas a partir de la informacién de los anillos y
mediciones de los discos vertebrales, analizados histologicamente. de especimenes de
Curcharhinus plumbeus provenientes de la pesca comercial, ejemplares mantenidos en cautiverio

y organismos marcados y recapturados después de varios aiios en libertad..

Brown y Gruber (1988) encontraron que la formacidn de las bandas vertebrales sigue un
patron estacional en Negrapion brevirostris, al comparar os datos sobre el ndimero de bandas en
secciones vertebrales tefiidas con Rojo de Alizarina =S™ y secciones marcadas con {Juorescencia,
de organtsmos inyectados con tetracicling y mantenidos en cautiverio. En 1990 Tanaka realizd
estimaciones de edad. a partir de los anillos vertebrales marcados con [luorescencia. de

espectmencs de Orecrolobus juponicus 'y Cephaloseyllivm umbrarile, mantenidos en cautiverio

desde su nacimicnio,

Ul analisis de las bandas y anillos de crecimiento en los discos vertebrales. ha sido uno de los
métodos de mayor ¢xito v ¢l mas prometedor en algunas especies (Francis, 19811 Caithet. ¢ af.

1983b: Parsons. 1983 Cailliet. 1990y,



El supuesto de que los discos vertebrales son buenos indicadores de edad se apoya en tres

hechos importantes:

1) Ln los clasmobranquios ¢l crecimiento del esqueleto cartilaginoso caleiticado. ocurre por un
proceso de depositacion de calcto y no existe evidencia de reabsorcion 6 modificacion interna de

este (Simhass, 1974, Clement. 1992),

iy 11 ineremento de fas tallas corporales es acompafiado por un incremento en el diametro

vertebral.

1) La diterencia en la densidad de las bundas, se debe a diferencias de mineralizacién durante
las fases de crecimiento. como resultado de cambios ambientales (Martin v Cailliet. 1988.

Casselman, 1974).

En 1988 Martin y Cailliet. analizaron con cinco téenicas diferentes el borde de los discos
vertebrales de Myliohatis californica. pero solo el aclaramiento con aceite de cedro v el uso de
rayvos-X resultaron Gtiles. Asi también, encontraron que la formacion de las bandas en los discos
vertebrales. de dicha especie. proporciona un registro continuo de crecimiento v por lo tanto es
apropiado para la determinacion de su edad. Branstetier (1987a y 1987b): Branstetter v Stiles
(1987) v Branstetter v Musik (1994) realizaron el conteo de las bandas de crecimiento de
Carcharhiinus limhatus. C falciformis. Galeocerdo cuvieri 'y Odontaspis taurus, vespectivamente.

sin aplicar alguna téenica para resaltarlas.

La radiacion de las vértehbras con rayos-X ha sido aplicada por Cailliet, ¢f af. (1983a). en
Prionace vlauca, Alopins vulpinus e Isurus oxyrinchus: Cailliet, er af.. (1983b). en Triakis
semifasciata, M. henler v Mo californica. Natanson y Cailliet (1990). en Syuainina californica:
Yuodin v Caillict (1990). en M californicus v M henier v Padovani v Vooren (1991, en
Caleorinnny galens. Un wdos los trabajos anteriores se probaron otras téenicas de resaltamiento,
pero a exeepeian de Padovant y Vooren (op. ¢if). quienes se apoyan fuertemente en el analisis
histologico de sus vértebras. todos los autores encontraron que los rayos-X fue la téenica mas

apropiada para resaltar las bandas en fas viértebras de sus especics.
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Thorson v Lacy (1982). tifieron con nitrato de plata los discos vertebrales de Carcharhinus
leucas, para contar los anillos y estimar su edad. En 1983 Schwartz encontrd que solo las téenicas
de tincion con nitrato de plata y Cristal Violeta, resaltan eficientemente las bandas en las

estructuras vertebrales de Sphirna lewini y Carcharhinus obscurus.

Parsons (19835). utilizd un lapiz del numero 2 para resaltar las bandas de crecimiento. pasando
suavementc la punta del ldpiz sobre el borde de las vértebras de especimenes de R. rerranovee,

mantenidos en cauliverto.

0 1983 Gruber y Stout. probaron varias técnicas para resaltar las bandas en las vértebras de
Negrapion brevirosiris, y estimar su tasa de crecimiento, pero solo la tincién con Rojo de
Alizarina ~S™ les permitio diferenciar claramente dichas bandas. Otros autores como Moulton. ef
al. (19923, estimaron la edad v la tasa de crecimiento de Mustelus antarticus y G. galeus. a partir
de la lectwra de las bandas de crecimiento, tefiidas con Rojo de Alizarina =S, pero mencionan
que la tasa de crecimiento de la segunda especie resulta subestimada con este método. debido a la
dilicuftad que presentd la tincion y lectura de las bandas muy compactas del margen exterior del

borde.

Muas recientemente Gelsleichter ef «of.. (1998). cvaluaron la atitidad de tres metales. como
midtodos aiternativos para determinar la edad de Musrelus canis. G, cireatim, C. plumbens 'y R.
terranovae. Carcharhinus altimus, Gynmura altevela v Raja eglanteria. Los autores observaron
que la sustitucion de las sales de caleio, de los depdsitos vertebrales. por Jas de cobre. plomo 6
hicrro, producen una coloracion diferencial. variable pero eficiente en 3 de las especies
estudiadas. mientras que en (o cirrarum y Co altimus €] contraste entre las bandas resulbto

meliciente con los tres metodos.

Cadllict, er of  (1990) utilizaron hemawoxihina voraves-X. paca resaltar las bondas de
crecimicnto en las vériehras de especimenes de dos poblaciones de Musielus manazo. ¥

determinar las diferencias en ol erecimicnto de ambas poblaciones



La téenica de fechacion radiométrica. basada en los niveles de radioactividad de los isdtopos
que ocurren naturalmente en dilerentes partes del disco vertebral, se ha utilizado para estimar la
edad v crecimicnto de Carcharodon carcharias, Squating californica, Triakis semifasciata y
Alopeas vulpraus, sin embargo debido a la poca confiabilidad de los resuitados. al alto costo del
método y al elevado consumo de tiempo que requiere, no se ha intentado en otras especies de

elasmobranquios (Cailliet, 1990).

171 hecho de que no exista un método que pueda emplearse efectivamente en la mayoria de las
especies de tiburones. ha originado una falta de estandarizacion no solo en cuanto a los Erminos
apropiados para deseribic lus bandas de crecimiento de acuerdo @ sus caracteristicas opticas
(ranstacidas u opacas). sine lambien para definirias de acuerdo a su ortgen. s decir ¢l periodo de
crecimiento que representan (lento o rdpido) (Cassehnan.l%?;). Debido a lo anterior los diversos
términos reportados en la literatura, tales como claras y oscuras. blancas y negras, transhicidas 6
hinlinas v opacas. asi como annulus. annuli. anillo y banda. entre otros (Casselman. 1983).
pueden resultar confusos O incluso contradictorios. especialmente si no se pone atencion en el
tipo de iluminacion empleada por el autor, ya que las cualidades 6pticas de las diferentes zonas

varian segan ¢l dngulo de tneidencia de la [uz.

In ta mavor parte de la literatura, los discos vertebrales cominmente se describen como
centros @ estructuras verlebrales integrados por un centrum {vestigio notocordal) v un borde (area
comprendida entre el centrum y margen exterior, ¢n ambas superficies concavas de una vértebra)
(Fig. 2a). Las bandas de crecimiento se localizan sobre ¢l borde y pueden estar constituidas por
un grupo de anillos muy compactos formando una banda angosta. O espactades formando una
banda ancha. Fas handas cuvo contenido de caleio es abundante. representan periodos en los
cuales el crecimiento se interrumpe. 0 cs omds lento: micntras que aqgueltas con cantidades

menores de caleiv representan periodos de rapido crecimiento (Cassclman, 1974).

La region de la columna vertebral utilizada cominmente para la lectura de bandas de
crecimivnto. os la comprendida entre los diseos 25 a 35, Tocalizada a la altura de laprimera aleta

dorsul, [Fsla se considera L region donde las vértebras presentan la menor variacion en ¢l numero



total de bandas. y el mayor diametro vertebral, en la mayoria de las especies. Sin embargo, en
1990 Natanson y Cailliet. encontraron que en las vértebras de S. californica dicha regién
comprende los discos 12 a 14 de su columna vertebral, y que puede ser mas amplia en los
individuos de menor talla, es decir, que la variacién en el nimero de bandas a lo largo de la

columna vertebral completa, aumenta en los individuos de mayor longitud.
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Finura 2o a) Vista de la cara superior de un disco vertebral, sefialando como esta constituido v la
interpretacion de fas bandas, b) Diagrama de un tipico disco vertebral mostrando los planos de corte y la
localizacion de fas lamelas radiales (Modificado de Cailliet er af. 1983b).



OBJETIVO GENERAL

Establecer un método que permita el mejor resaltamiento posible de las bandas de

crecimicnto en los discos vertebrales del tiburdn gata Ginglymostoma cirratum.

OBJETIVOS PARTICULARES
Ay Fvaluar la capacidad de resaltamiento de diferentes téenicas, para resaltar las bandas en
los discos vertebrales de G, cirrarum.

) Determinar ta metodologia apropiada para resaltar las bandas de crecimiento de
G.cirratum.

C) Detinir ta region de la columna vertebral, de G. cirrctum. con mayor constancia en el
ntmero de bandas (regidén de meseta).



AREA DE ESTUDIO

Isla Mujeres ¢s un poblado con intensa actividad pesquera localizado entre los 2112704 y
21”1606 de latitud Norte y los 86° 46°47" y 86"45°00" de longitud Oeste (Ornat. 1983). Se
astenta sobre la plataforma continental en el extremo norte de los arrecifes que bordean el litoral
del estado de Quintana Roo, entre los limites del Mar Caribe y el Golfo de México. El limite
norte del arrecife en barrera es el arrecife de Punta Nizuc en Canciin, mas al norte no hay barrera
coraling, unicamente corntes aislados, y de Isla Mujeres a [sla Contoy hay una antigua linea de
costa rocosa ahora sumergida gue técnicamente conslituye un arrecite, pere no es de coral
(Morales. 1993). La ubicacion de la isla, provoca marcados contrastes en las comunidades
faunisticas que se desarrollan en torno a esta, ya que el desarrolio arrecifal de la parte sur esta mas
influenciado por los vientos del sureste, mientras que hacia la parte Norte, la biota marina tiene
una mayor influencia de la surgencia de la corriente submarina del canal de Yucatan (De La Torre

et al.. 1994).

Las corrientes superliciales en la zona corren de sur a norte a una velocidad promedio de 1.5 a
2 pudos. por o que en dreas cuya profundidad son menores a 10 mits. la claridad del agua
disminusc. Los vientos alisios provenientes del Este son dominantes en la region. En febrero. ¥
de abril a junio los vientos se desplazan hacia el suroeste. Hamandose surestes. Agosto cs ¢l mes
s sereno en cuanto a vientos, mientras que septiembre se considera el mes de los huracanes. En
octubre los vientos se dirigen ocasionalmente, del este al noreste u oeste (Miller. 1982). Ll clima
os calido subhiamedo del tipo A(w) (Rodriguez ¢f al. 1994), con lluvias en verano. La temperatura
media anual s¢ encuentra entre os 253°C v 26.9°C. La precipitacion pluvial anual, minima ey de

1.203 mm v i maxima de 1,504 mm (Anonimo, 1993a).

Las arcas de captura de tiburdn gata, G cirrann, se localizan hacia el surs sureste, este y

- 0 . : 0l . . .
noreste de Iska Mujeres. entre las coordenadas 217 067 latitud Norte v 867 407 longitud Oeste (Fig.
3}, La ubicacion de dichas dreas, se determind en base a la informacion obtenida en las entrevistas

realizadis a los pescadores de la tiburonera Bahia Quino.
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MATERIAL Y METODOS

Trabajo de campo.

El periodo de estudio comprende el mes de julio de 1995 y los meses de abril a agosto de
1996. Los muestreos se realizaron en la planta tiburonera Bahia Quino, localizada en Isia
Mujeres. Quintana Roo. Los individuos de G. cirrafum se identiticaron en base a las
caracteristicas taxenomicas desceritas por Castro (1993). De cada espéeimen se midid su longitud
total v furcal, con un Hexdmetro con precision de 5 mm. definiendo la primera como la distancia
entre Ja punta de! morro u hocico y la punta del 10bulo superior de fa aleta caudal. en posicion
natural: mientras que la segunda se define como la distancia entre la punta del morro u hocico y
el origen de la aleta caudal, ya que G. cirratum no presenta muesca dorsal precaudal (Fig. 4).
Asimismo se anotaron ¢l peso total y el sexo (el cual se determing en base a la presencia 6

ausencia de gonopterigios (“claspers™), asi como el area y arte de captura.

Después de registrar los datos anteriores, 46 especimenes fueron eviscerados v fileteados
para extraer su columna vertebral y colectar la seccion vertebral, con 7 a 10 discos, localizada a la
altura del plicgue terminal de la aleta pectoral (Fig. 4). Dicha seccion comprende los discos
vertebrales numero 25 a 35, iniciando la nomeracién en el primer disco posterior a la cabeza.
Adicionalmente se colectaron las columnas vertebrales completas de 5 ejemplares. que fueron
utilizadas pary unalivar v confirmar la ubicacion de ta regidn mas apropiada para la colecta de

vértebras (region donde el nimero de bandas permanece constante).

Una ver guie se retiro el exeeso de tepido conectivo gue las cubre, cada seecion se identilicd
con una ehigueta de papel en la gue se anotd Ta techa de captura, longitud total v furcal. sexo, v
nemero de organismo. Enscguida. los discos vertebrales de las 406 secciones se separaron
individualmente v se procedio a su almacenamiento. ¢l cual se lHevo a cabo de la siguiente

manera: Los primeros 13 juegos de vérebras, colectados en Julio de 1993, se enterraron en arena

por un periada de 1O a 1S dias, con el fin de climinar por medios naturaies el tejido concctivo que



las envuelve, y facilitar el resaltamiento de sus bandas (peneiracion del colorante 6 aceite), Una
vez transcurrido el tiempo, cada juego se colocd en una bolsa de pldstico con la etiqueta
correspondiente. Sin embargo, la fragilidad producida por el excesivo desgaste que sufrieron las
vértebras. y otras dificultades ajenas al desarrollo de este trabajo, propiciaron que se optara por

otros métodos de almacenamiento,

Por fo anterior los siguientes 26 juegos de discos. asi como las 3 columnas completas. se
expusicron dl sol durante 24 horas para climinar la humedad y evitar su descomposicion. Cada
juego de vértebras secas se almaceno en una bolsa de plastico con su etiqueta. Por ultimo los 5
jucgos restantes, wdentificados con una ctiqueta de papel albanene, se colocaron en una bolsa de
plistico perforada y se almacenaron en un recipiente con alcohol iso-propilico al 70 %. hasta su

uso en el laboratorio.

Figura 4.- Fsquema de Ginglymostoma cirratum. | .- Longitud total, 2.- Longitud furcal, 3.- Localizacién
de la region vertebral colectada, 4.- Morro u hocico, 5.- Barbas ¢ bigotes. 6.-Aleta pectoral, 7.-Aleta
pélvica, 8.-Aleta anal. 9 - Aleta caudal, 10.- Primera aleta dorsat, 11.- Segunda aleta dorsal {Modificado
de Fischer, 1978).

Trahajo en el laboratorio.

La limpicza de las vériebras expuestas al sol, y las almacenadas en alcohol, se realizo

sumergiendo cada uno de ¢llas en una solucion de hipoclorito de sodio (Cloralex ®) al 6%. para



retirar el tejido conectivo que las envuelve. El tiempo de inmersion fue de 30 a 60 minutos.
dependiendo de su tamafio. Para eliminar los restos de hipoclorito de sodio, se lavaron con agua
corriente durante 15 minutos y con agua destilada durante 24 horas, haciendo un cambio de agua
después de las primeras 12 horas, Posteriormente se secaron a temperatura ambiente durante mas
de 24 horas. Este proceso de limpieza fue necesario para facilitar la penetracion del colorante 6
aceite, excepto para aquellos discos que fueron radiados con rayos-X (Schwartz. [1983:

Branstetter y McEachran, 1986: Parsons, 1993).

Comparacion de féenicas

Se probaron 8 téenicas de resaltamiento en los 46 juegos y se utilizé un disco vertebral de cada
juego pata cada téenica. Las téenicas de resaltamiento probadas son:
= Tincion con nitrato de plata (NLP).
= Tincion con Rojo de Alizarina "S”7 (R.A).
- Tincion con Cnistal Violeta (C.V).
= Impregnacion de la superficie vertebral (borde) con grafito de un lapiz suave (ntunero 2).
= Radiacidn con rayos-X.
= Observaciones directas. iluminando las vértebras con {uz transmitida (L. T).
= Aclaramicnto de las bandas con aceite de madera de cedro en secciones longitudinales,

-~ Observaciones dircclas de seceiones longitudinales. tluminandolas con tuz reflejada (Cortes).

Para observar v contar lus bandas, se utilizé un microscopio de diseccion (Hiroscope). con
un aumento de 4.2x a 10x. La tluminacion se dirigio directamente sobre la superficie observada.
desde arriba (Juz reflejada) 6 directamente a través de ella desde abajo (luz transmitida) (Willians
and Bedford. 1974). Con ¢l fin de evaluar la confiabilidad de las lecturas. ¢l conteo de las bandas
se hizo por duplicado por un solo lector, sin que tuviera conocimiento de los datos de longitud de
los organismos a los que pertenceicron las vértebras, 1l tiempo transcurrido entre la primera v

sceunda lectura fue de 15 dins. Enoalgunas vériebras se realizo un tereer conteo. cuando el



atumero de bandas de una vértebra no fue igual en las dos primeras lecturas, para tratar de

alcanzar un consenso en el numere de bandas.

Nitrato de plata al 1 %. Esta técnica se basa en la sustitucién quimica de las sales de
calcio por las de nitrato de plata y el oscurecimiento de las 0ltimas por una fuente de luz
ultravioleta, por lo que las dreas de mayor calcificacion se vuelven visiblemente mds oscuras
(Cailliet ez al. 1983b; Thorson y Lacy, 1982). Las vértebras se colocaron en la solucidn colorante
durante 1 a 30 segundos, segin su tamafio, exponiéndose después a la luz ultravioleta de una
fampara UVG-T1 Mincralight®. de 0.5 a 3 minutos segin su tamafio y enseguida se lavaron con
agua destilada para climinar ¢l exceso de colorante. Con el propésito de reducir ta lncidn
excesiva v fijar la sustitucién quimica, algunas vértebras, se sumergieron en una solucion de
tiosulfato de sodio al 53 % (Cailliet op cit, 1983b; Schwartz, 1983), pero aunque la tincidn
disminuyé. también lo hizo el contraste entre las bandas. por lo que este ultimo procedimiento se

suspendid.

Rojo de Alizarina *S”. Debido a que el calcio posee [a capacidad de tormar quelatos
colorcados con este v otros colorantes, ¢l Rojo de Alizarina ~S™. se ha convertido en uno de los
reactivos mas populares para su tincton. (Kiernan, 1990). Se probaron dos concentraciones de la
solucion colorante. la primera consistio en una solucién basica débil de Rojo de Alizarina “S™y
KOM al 0.1 %. en una proporcion 1:9, respectivamente, preparada a partir de una solucion
concentrada de Rojo de Alizarina S” (Moulton et al. 1992; Grouber and Stout, 1983). La
segunda fue una solucion al 0.1 % de Rojo de Alizarina “S” y KOH al 4 % en la misma
proporcion que la anterior. El tiempo de inmersion de las vértebras, fue de 15 a 30 sep. en la
primera y mds de 5 min. en Ja segunda. Después de transcurrido el tiempo necesario para su
tincion. las vériebras se lavaron con agua destilada para retirar el exceso de colorante. Con la
segunda concentracion las vértebras no se tifieron y el proceso de tincién se continuo solo con la

primera.

Cristal Violeta al 0.01 % (Schwartz, 1983). La tincion con este colorante consistid en

-

sumergtr las vérehras en la solueion duranie § a3 minutos, segun sy amaio. © de 3 a 10



minutos. para Hevar a cabo una sobretincion. Las vértebras sobretefiidas intencionalmente ¢
accidentalmente, se sumergieron después en alcohol al 50 % durante 35-10 seg (Schwartz, op cit.)
para disminuir la intensidad de la tincién. Una vez transcurrido el tiempo se lavaron con agua
destilada para eliminar el exceso de colorante y se procedid a contar el numero de bandas en la

vértebra.

Grafite. Este método. acentta los cambios en la microtopogratia de la superticie del borde
vertebral, permiticndo que las bandas se midan y se cuenten (Parsons, 1993; Padovani y Vooren,
1991), Para hacerlo basté con pasar la punta de un ldpiz suave (numero 2) sobre la superficie

completa del borde vertebral.

Aclaramicnto con aceite de madera de cedro. Este método. resalta las bandas
dpticamente, transltcidas v elimina las irregularidades superficiales (Cailliet. o7 /. 1983b)." Las
secciones vertebrales se obtuvieron cortando longitudinatmente (Fig. 2b) cada uno de los discos.
con una cortadora “lsomet”. Cada seccion vertebral, se bafio con una capa de aceite y se coloco
sobre una base negra. Algunas vértebras completas también se cubrieron con una capa de aceite.
A partir de la primera hora transcurrida, después de aplicar el aceite, las secciones vertebrales y
jos discos completos se observaron al microscapio cada hora, durante dos dias. sin embargo no se

ohservo ningln incremento en la translucencia optica de las bandas.

Cortes. Debido a que el aclaramiento con aceite de madera de cedro. no mejoré el
resaltamiento de las bandas, los cortes se aprovecharon para intentar el resaltamiento,
observindolas directamente con luz reflejada sobre un fondo oscuro. Este método se basa en el
blogueo y desviacidn de ta luz. por las areas de mayor densidad. mientras que las de menor

o

densidad permiten la transmision de la misma, originando un contraste entre las bandas.

Luz transmitida. Lus vértebras completas seo colocaron sobre un fondo  oscuro,
duminandolus con luz transmitida pacalelamente. Al fgual que con la luz retlejada, el prineipio de
este método se basa en el bloqueo v transmision de la Tuz por las dreas de mayor densidad. pero

las cualidades opticas de las bandas se invierten,



Rayos-X. Los rayos-X detectan la diferencia de densidades originada por la mayor é menor
mineralizacién de las bandas y permite la apreciacion de bandas oscuras y claras en las
radiografias (Yudin y Cailliet, 1990; Natanson y Cailliet, 1990; Cailliet er a/. 1983a ). Un total de
16 discos vertebrales completos sin limpiar se radiaron con un equipo Senographe 600 “T”, con
filtro de aluminio mini R Kodak®, con 30 a 32 Kvy8al2“mas”, utilizando acetatos con una
sola cara con emulsion. Las radiografias se examinaron bajo un microscopio de diseccidn, con luz

transmitida, para contar y medir las bandas.

Cada téenica se evaldo. considerando los siguientes criterios:

I - Grado de resaltamiento: Capacidad del método para contrastar claramente las bandas
de lento crecimiento {mds calcificadas) con respecto a las de crecimiento rdpido (menos

calciitcadas).

El Grado de resaltamiento se midid en una escala ordinal del 1 al 3, considerando que tan

“bueno,” “regular” ¢ “maloe” es el resaltamiento. Cada valor de la escala se definid de la siguiente

manera:

1: Buen contraste que permite definir y contar claramente las diferentes bandas.
2: Contraste poco intenso con una ligera dificultad para definir las bandas.

3: Carencia total de contrastie, 6 cast total. y las bandas no se observan.

it - Definician del mayor nimero de bandas: Capacidad del método para resaltar todas
fas bandas localizadas en el borde vertebral, lo cual lleva implicito una mejor definicion de las

bandas del margen.

11 - Eliminacion de vértebras: Que propicie el menor nimero de vértebras desechadas
por producir un contrasie insuficiente y/0 incompleto. & por no proporcionar conteos repetibles

(igatai nimero de bandas al menos en dos lecturas).



Definicion de la region donde el niimero de bandas es constante.

Las columnas vertebrales completas se colocaron en un recipiente con agua corriente,
durante una hora. para ablandar el tejido que une a los discos vertebrales y facilitar su separacidn.,
Después de secarios con aire a temperatura ambiente, cada uno de los discos se almacend
individualmente en una bolsa de plastico con una etiqueta en la que se anoté el namero del
espécimen y el niimero de disco, iniciando la numeracién por la regién del tronco. Uno de cada
cuatre discos se limpiod de tejido conectivo, siguiendo el proceso utilizado para limpiar las
véricbras para la comparacion de técnicas, y se midio su didmetro vertebral con un vernier, con
una aproximacion de 0.01 mm, por la parte mds ancha. Las vértebras no utilizadas, se
mantuvicron ¢n congelacion para evitar su descomposicion. Las bandas de crecimiento se
resaltaron con grafito y al igual que en la comparacion de técnicas, la lectura de bandas se realizé
por duplicado para mayor confiabilidad, y cuando hubo una variacion en el namero de bandas de
ambas lecturas, se realizd un tercer conteo. Tanto el nimero de bandas como el diametro
vertebral se graficaron contra el nmero progresivo del disco vertebral. Finalmente se aplicd un

analisis de regresion lineal entre el didmetro veriebral y la longitud del individuo y se calcul6 el

"t

coeticiente de correlacion ™1

I:n el anexo unico de este trabajo, se presentan los datos resultantes de la evaluacidn de las
téenicas probadas (nmero de bandas, grado de resaltamiento), asi como los datos de longitud,

sexo y diametro verlebral, de cada cjemplar.

Trabafa de cahinete,

Se realizé una prucba de Mann-Whitney para determinar la existencia de diferencias
estadisticas significativas (o= 0.05) en el resaltamiento de las bandas. cn funcion de los tres

motodos de almacenumiento utilizados.
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Asf mismo se realizé una prueba de Mann-Whitney (o= 0.05) para determinar si existen
diferencias significativas, en el grado de resaltamiento observado, entre las dos lecturas

constderadas. La formula de Mann-Whitney es la siguiente:

o) U=nny,+n,(n;+ 1)— R, (para grupos de datos de tamaiio < 20).
2

donde: n; y 0> son el nimero de datos en los grupos de lecturas 1 y 2 respectivamente, y R, es la

swma de los rangos de los datos en el grupo de lecturas 1 (Zar, 1984 Wayne, 1987).

h) 7=| U-p, |-0.5 (para grupos de datos, de tamafio mayor a 20 y rangos empatados).
ou
Hy= s . GC={ A M . (NS—N'—ZT)_ ZT: Z([{ S_ ,!)
2 NN 12

donde: U es el valor resultante en la ecuacion; n; y 1, representan el nimero total de datos en los
grupas 1y 2 respectivamente: N =iy + 15, v £ es el nimero de empates en un grupo de valores

empatados (Zar, 1984 Wayne, 1987).

Para determinar si el grado de resaltamiento depende de la téenica de resaltamiento utilizada,
s¢ aplico la prueba de independencia “ji- cuadrada” con o= 0.05 y grados de libertad = {1} (¢~
[).

X’ =2 (0~ E)
K

donde: O, es la i-ésima frecuencia observada; E, es la i-ésima frecuencia esperada: r-1 es el

numero de renglones menos uno y ¢-1 es el ndmero de columnas menos uno (Wayne., 1987).
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Namero de bandas: Se utilizé la prueba de Kruskal-Wallis para evaluar las diferencias
estadisticas (o= 0.05) en e! ntmero medio de bandas observado, en funcién de la téenica
aplicada, en las dos lecturas realizadas:

H= _ 12 S5, R¥ ~3(N+1)
NN+1) n;

donde: N es el niimero total de observaciones en todos los k grupos, R; es la suma de los rangos
de las n; observaciones en el grupo i, y n; es el nimero de observaciones en el grupo i (Zar.

1084: Wayne. 1987).

Para probar si existen similitudes resaltamiento producido por las diferentes técnicas, se
realizo un andlisis en cluster de los tres criterios de evaluacién, para lo cual se obtuvo: el
promedio ponderado de la suma de las frecuencias de los tres grados de resaltamiento. en cada
técnica; el nimero medio de bandas (ntmero promedio de bandas de ambos conteos) y la
proporcién de vértebras eliminadas con cada téenica ( nimero total de vériebras eliminadas entre
el namero total de vértebras tratadas). El método de agrupacidén fue el de promedio, utilizando

distancias euclidianas (Gonzales, 1994; Crisi, 1983).

Los valores medios de cada uno de los tres criterios de evaluacion se estandarizaron

mediante la formula:

Z= X=X

D.S (Desviacién estandar) {Goémez vy Luque, 1998)



RESULTADOS Y DISCUSION

El rango de longitud total de 45 organismos, de los que provinieron las vértebras para la
comparacion de técnicas, fue de 152 a 263 cm, maés un individuo cuya longitud se desconoce. Las
columnas vertebrales completas, colectadas para determinar la seccion mas apropiada para la

lectura de bandas, fucron extraidas de 5 individuos de tallas entre 112 y 240 ¢m.

Método de almacenamicnio.

Durante el desarrollo del estudio se observo que el tiempo de tincion con R.A y C.V de los
discos vertebrales que se enterraron para su almacenamiento, precisd 2 ¢ mas veces el requerido
por ias vértebras almacenadas por los dos métodos restantes. Alin asi, la tincidn de algunas de las
vértebras enterradas fue muy deébil e incompleta, 6 no se levd a cabo. Cuando se cubrieron con
grafito presentaron una superficie lisa, particularmente en el margen del borde, por lo que las
bandas de estas dreas no se observaron. Debido a lo anterior se decidié comparar,
estadisticamente, los datos del grado de resaltamiento, en funcidn del método de almacenamisnto

utilizado, para determinar si este puede influir en la calidad del resaltamiento (Tabla 1).

Fabla 1.- Niveles de probabilidad (o) obtenidos con Mann-Whitney para evaluar el resallamiento de las
bandas, en funcion def método de almacenamiento utilizado.

Cristal Raojo de Nitrato de Luz

_ Violeta  Alizaring - oplta - Grafie - Cartes  wansmitida
Lmterrada*-sot* 0.7495 0.8855 0.9288 (.34487 0.2305 0.0193
Interrada-alcohol* 0.1374 0.5474 0.1310 (.03494 0.7033 0.0731
Sol-alcohol 0.0761 0.4054 0.1884 0.3378 0.6669 0.7529

*Tamano de muestra: enterradas=13. sol=26. alcohol=3 (Anexo Unico).

Segun lu tabla anterior. el Gnico caso donde se observé una diferencia significativa (o= 0.05)
en el resaltamicnto producide, en funcidn del método de almacenamiento utilizado. fue entre las

vérichras enterradas y las expuestas al sol, observadas directamente con luz transmitida. Para
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confirmar si estas diferencias se deben al método de almacenamiento, es decir si el enterramiento
de las vértebras afecta el resaltamiento observado, se analizd el nimero de vertebras que
presentaron un resaltamiento ineficiente ¢ incompleto de las bandas (grado 3) en ambos grupos.
Se encontré que unicamente dos de las 15 vértebras enterradas presentaron un grado de 3 de
resaltamiento. mientras que en el grupo de las expuestas al sol hubo 9 con un grado 3 de
resaltamiento, por lo que es posible deducir que las dificultadas para resaltar adecuadamente las

bandas con luz transmitida. se deben al método de resaltamiento y no al de almacenamiento.

Aunque estadisticamente el enterrar las vértebras no afecta el resaltamiento de las bandas, los
inconvenientes surgidos durante el proceso de tincién con C.V y R.A, y la aplicacion de grafito;
sugicren que durante el enterramiento, probablemente, ocurre una descalcificacion de la vértebra,
ocasionada por los dcidos producidos durante la descomposicion del tejido. Este problema no se
presentd en las vértebras conservadas en alcohol y las expuestas al sol, por lo que se puede
utilizar cualquiera de los dos, sin embargo el método de exposicién al sol es el mas recomendable

tomando en cuenta su bajo costo econdmico.

Interpretaciin y observacion de las bandas.

En la Tabla 2 se muestran las caracteristicas opticas de las bandas de crecimiento rapido y
lento, observadas en los discos vertebrales de G. cirratum, de acuerdo con el tipo de iluminacion
y método de resaltamiento utilizados. Las caracteristicas opticas, de las bandas, producidas por la
tincion con N.P y radiacién con rayos-X. se utilizaron como apoyo para determinar diferencias en
ol contenido de calcio de las distintas zonas. mas calcificadas ¢ menos calcificadas, y
posteriormeite confirmar su correspondencia con las caracleristicas opticas y/6 de resaltamiento
producidas con fas wWenicas restantes. Las bandas mas caleificadas (crecimiento lente) impiden et
paso de las radiaciones v aparecen blancas o claras en la radiografia. mientras que las menos
calcificadas (crecimiento rapido) se aprecian oscuras, ya que Jos rayos-X pueden pasar a travis de
cllas. La tincion con N.P produce una tonalidad que va de café oscuro a negro en las primeras ¥

café elaro en las segundas.
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Tabla 2.- Caracteristicas Opticas de las bandas de crecimiento, en los discos vertebrales de G.
cirratum. en funcion de ia técnica de resaltamiento empleada.

Tipo de Zonas de crecimiento Zonas de crecimiento
Técnica iluminacidén lento (mas calcificadas) | rdpido (menos calcificadas)
empleada
Rayos X Transmitida Claras, Opacas Oscuras, Translticidas
Observaciones directas (L.T) | Transmitida Claras, translicidas Oscuras, opacas
Observaciones directas | Reflejada Oscuras, transliicidas Claras, opacas
Grafito Reflejada Claras, translicidas Oscuras, opacas
Nitrato de Plata (N.P) ‘Reflejada Oscuras, translicidas, | Claras, opacas, no tefiidas
Rojo de Alizarina "S7 (R.A) | Reflejada Oscuras, translitcidas, { Claras, opacas, no tefidas
Cristal Violeta (C.V) Reflejada Oscuras translicidas, | Claras, opacas, no teftidas

Crraclo de Resaltamiento.

En general, 7 de las 8 técnicas probadas proporcionaron un confraste suficiente para distinguir
las diferenies bandas de crecimiento en las vértebras de G. cirratum. Sin embargo cada una de
ellas presentd inconvenientes derivados del método y/6 del patron de calcificacién de las
vértebras, que afectan de uno u otro modo su capacidad de resaltar las bandas. Enseguida se

describen las observaciones realizadas sobre el contraste producido. con cada una de las técnicas.

Rayos X. Después de numerosos intentos variando la intensidad de la radiacion y el tiempo
de exposicion a la misma, se obtuvieron un total de 16 placas, pero el resaltamiento de las bandas
s¢ aprecio unicamente en 11 de ellas. En 9 de las 11 placas, el resaltamiento fue parcial y solo en
dos ¢s posible observar las bandas en el borde completo (Fig. 3a). En las 11 placas [as numerosas
lamelas radiules, localizadas entre ambas caras concavas (bordes) de las vértebras (Fig. 2b).
interficren con la claridad de las bandas, micentras que en las 5 placas restantes, donde no se
obscrvaron las bandas. ¢s lo Gnico que se resalta (Fig. Sb). Por lo anterior, las 11 placas sc
utilizaron Gnicamente para confirmar la correspondencia de bandas entre las téenicas. de acuerdo
con las diferencias de mineralizacion de las primeras y el principio de resaltamiento de cada

1éenica,

Actaramicnto con aceite de madera de cedro. Bl aclaromiento con aceite de madera de

cedro no produjo contraste alguno entre las bandas. ni en discos completos ni en sceclones



longitudinates de los mismos, y por lo tanto se descartd como posible método de resaltamiento de

fas bandas de crecimiento en las vértebras de G. cirraium, en el presente estudio.

Luz Transmitida. Bl patrén de bandas alternadas, translicidas y opacas, se observo
claramente en la mayoria de las vértebras, cvando la cantidad de luz que ilego al borde fue
suficiente y homogénea (Fig. 5¢). No obstante en varias vértebras se observaron bandas opacas
muy anchas, dentro de las cuales podria haber una ¢ mas bandas translicidas (Fig. 3d). El
contraste entre bandas disminuyé 6 no se produjo cuando las lamelas radiales, entre los bordes.
bloquearon el paso de luz, debido a que algunas de ellas se encuentran soldadas entre si. La
transmiston incompleta de luz también se observo en algunas vértebras cuyas lamelas se
encuentran separadas una de otra. por o que el bloqueo de luz debe ocurrir igualmente a nivel del

borde como consecuencia de las diferencias en la mineralizacidén del mismo.

Rejo de Alizarina *S” y Cristal Violeta. El resaltamiento que producen estas dos técnicas
depende en gran medida de la intensidad y uniformidad de la tincidn, de tal manera que la
coloracion diferencial de las bandas, permita su separacion en el drea completa del borde. Cuando
la tineidn con ambas técnicas {ue adecuada, se observd un buen contraste entre las bandas y su
definicion y conteo fue relativamente facil (Figs. 5e y 6a). Cuando la intensidad de la tincion fue
excesiva (sobretincion), el contraste entre las bandas se anulé impidiendo la apreciacién de las
bandas. E] nimero de vértebras sobretetidas fue mucho mayor con C.V que con RA y el
destefiimiento posterior con alcohol al 50 %, mejoro el resaltamiento solo en algunos de los
discos sobretefiidos con C.V. Si la tincién es débil el contraste entre las bandas disminuye
considerablemente. produciendo un resaltamiento “regular™ (2) ¢ “malo™ (3). En algunas
virlebras s observo una sobretincion, ¢ una tincidn débil, 6 ambas, en ciertas drcas del borde
vertebral Gnicamente, lo cual afectd principalmente el namero de bandas contabilizado (Iig. ob).
Lus dreas gque con mayor frecuencia quedaron sin eiiv son el centro y/o ¢l margen del borde
vertebral. Un ineidente observado en todos los discos gque se almacenaron por enterramicnto. fue
gue requiticron un protongado ticmpo para su tineidn y sin embargo esta fue incompleta. débil. 6

no se Hevo a cabo (Fig, 5.
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Figura 5.- Vista superior de los discos vertebrales mostrando el resaltamiento producido por: a) Rayos -X,
se observan las bandas oscuras y claras, alternadas, asi como las lamelas radiales; b) Rayos-X,
inicamente se ven las lamelas radiales; ¢) Luz transmitida, buen contraste entre las bandas en el borde
vertebral completo (Resaltamicnto =1): d) Luz transmitida. contraste regular entre Jas bandas, no hay
resaltamiento de las bandas en el area mas externa del borde (Resaltamicento =2); ¢) Cristal violeta, con
buen contraste entre las bandas (Resaltamiento =1): f) Cristal violeta, se observa una tincion incompleta,
sin contraste entre las bandas (Resaltamiento =3).
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Figura 6.- Vista superior de los discos vertebrales mostrando el resaltamiento producido por: a) Rojo de
alizarina, con tincidn completa y buen contraste entre las bandas (Resaltamiento =1); b) Rojo de alizarina,
con tincién completa, pero con un contraste regular entre las bandas (Resaltamiento =2); ¢) Nitrato de
plata, con un buen contraste entre las bandas (Resaltamiento =1);d) Nitrato de plata, con un contraste
regular entre las bandas (Resaltamiento =2); e} Grafito, con buen contraste entrc las bandas
(Resaltamiento =1); f) Grafito, las bandas mas internas no se pueden separar individualmente y las bandas
Mas exiernas no se resaltaron (Resaltamiento =3).
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a)

Figura 7.- Secciones longitudinales del disco vertebral: a) Se observan las bandas en la superficie

completa del corte (Resaltamniento =1); b) Contraste regular en la mayor parte de la superficie del corte
(Resaltamiento =2).



Nitrato de Plata. Contrariamente a lo que se esperaba, esta técnica resulto un método poco
apto para resaltar las bandas de crecimiento de esta especie, va que a pesar de los intentos con
diferentes concentraciones, tiempos de inmersion en la solucion y de exposicion a los rayos UV,
solamente en 5 vértebras se pudo apreciar un marcado contraste entre las bandas (Fig. 6c) y en 13
mas el contraste fue apenas suficiente para definirlas, debido a la coloracion similar de ambos
tipes de bandas (Fig. 6d). No se logro contraste alguno en el 50 % de las vértebras. Al igual que
con C.V y R. A, la tincion irregular de algunas vértebras afect6 el resaltamiento de las bandas.

debido a la sobretincion generalmente del margen, 6 ausencia de color generalmente en ¢l centro,

Grafito.  Uste sencillo método, produce un buen resaltamiento de las bandas a simple vista
(Fig. 6¢). Sin cmbargo, la variacion en la distancia entre los diversos anillos que constituyen las
bandas, muy separados 6 muy juntos, fue el principal inconveniente observado en varios discos
vertebrales. Cuando la distancia entre los anillos aumenta es dificil definir a cual banda
pertenecen ¢ si constituyen una banda por si solos, en el caso contrario. se crea un
amontonamiento de bandas, ocasionando que su separacion individual sea dificil 6 imposible.
Como resultado, las bandas se observan muy anchas 6 muy angostas. Aunque una ¢ ambas
situaciones se observaron regularmente en la mayoria de las vértebras, el amontonamiento de
bandas, fue un hecho mas frecuente en el margen de las vértebras de los individuos mas viejos.
In algunas vértebras se observd un alisamiento 6 falta de relieve en ciertas dreas de la superficie

del disco, en doade las bandas no se observaron (Fig. 61).

Cortes. I contraste producido con estd téenica [ue menos intenso. comparado con el de
las 5 téenicas anteriores, a pesar de ello son apreciables una gran cantidad de anillos en toda el
arca del corte incluyendo el margen. donde ¢s posible observar las bandas que no son visibles con
otras téenicas (Fig. 7a). Sin embargo. al igual que con grafito, la ubicacion de los diversos anillos
en una u otra banda ocasiond confusiones en cuanto al ndmero total de bandas en fa mayoria de
las vértebras. Adicionalmente la lectura de las bandas fue dificil ¢ incompleta. en aquellas
secciones que sulrieron dafos en ¢l momento del corte. tales como: ocultamiento de una pequena
arear por ona porcion de la mitad complementaria. fracturas, 6 alisamiento de fa superlicic

proaducigdo por fricaion (Fig. 7h).



Analisis estadistico.

Los datos de resaltamiento, utilizados para determinar si existe una relacidn entre la técnica
utifizada y el grado de resaltamiento, corresponden a los de la primera lectura, ya que como
resultado de la prueba de Mann-Whitney, realizada « priori, no se encontraron diferencias
significativas (o= 0.03) entre los datos de resaltamiento de la lra y 2da lecturas. Bl nimero de
vértebras que fueron asignadas a un determinado grado de resaltamiento, en cada técnica. se
muestran como frecuencias observadas en la tabla de contingencia elaborada para realizar la

. 2 .-
prucha de independencia X (Tabla 3).

Al aplicar la prucha de X", se encontrd que el grado de resaltamiento de fas bandas
depende de la técnica utilizada, ya que el valor calculado X* =21.49, es mayor al valor
tabulado xi,l,sztx.so. con gl =10y a = 0.05. Con el fin de precisar cuales técnicas fueron
estadisticamente determinantes para obtener este resultado, se realizé un analisis de las
relaciones de frecuencias observadas/esperadas, cuyos valores contribuyen de manera

importante al valor total de X (Tabla 4).

g . . . . ! B -
Cabla 3.- Tabla de contingencia para realizar {a prueba estadistica X™. Log nimeros fuera de
paréntesis son las frecuencias observadas (O), os nimeros entre paréntesis son las Irecuencias
csperadas (£),

Grado de Cristal Rojo de Nitrato de Luz
Resattamicento | Violeta | Alizarina 8™ plata Grafito | transmitida | Cortes Totat X
1 18(15) 16 (15) 5(1%) 23(15) 18 {15) 1115 91
2 [2(1%) 17(13) L8 (15) 12(15) L5 (13) F7(13%) 01

16 (16) 13(16) | 23(16) | 11(16) | 13(16) | 18(i6) | 94

wd

Totad 46 46 46 46 40 46 276 | 2149
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Como se puede ver en la Tabla 4, los métodos que mas contribuyen a la relacion entre el
método utilizado y el resaltamiento observado son N.P, grafito y los cortes. El valor mas alto, asi
como el tercero corresponden al N.P. El primero de estos se debe a que la frecuencia con la que se
observé un buen resaltamiento (grado 1) fue mucho menor que la esperada, mientras que el
segundo fue el resultado de una frecuencia del grado 3 de resaltamiento mayor a la esperada. El
segundo valor de la tabla pertenece al grafito, el cual produjo un buen grado de resaltamientio
(grado 1) con una [recuencia mayor a la esperada. Estos tres valores representan el 63.9 % del
valor total de X = 21.49. El cuarto valor esta dado por una frecuencia del grado 2. producido con
erafito. menor a la esperada, lo cual se debe principalmente al aumento de observaciones en el
primer grado. E! (ltimo valor es el resuliado de la poca frecuencia con la que se obtuvo un buen

resaltamiento con el método de los cortes.

Fabla 4.- Relaciones de las frecuencias observadas/esperadas de los valores
L . . 2

de X~ individuales que mas contribuyen al valor total de X y ei grado de

resaltamiento en el que se ubican.

Grado de
Técnica X? Asociacion Relacion O/E  resaltamiento
N.P 6.81 > 5/15 1
Grafito 4.04 23715 1
NP 3.43 23/16 3
Giralito 1.39 12/15 2
11415 |

Cortes .14

LA

Ne acucrdo con ¢l analisis anterior la tinciéon con N.P {ue fa téenica menos eficiente para
resaltar lus bandas de crecimienta, Aungue en total {ucron 23 los discos vertebrales. donde se
pudo apreciar un contraste entre las bandas. solo 5 de estas se clasificaron en el grado Uy ¢l resto
en ¢f grado 2. Consceuentemente la proporcion de vértebras donde no hubo resaltamiento. fue la

mas alin en relacion a la observada con ¢l resto de tos métodos.



El uso de este método, por Thorson y Lacy en 1982, proporciond buenos resultados en el
resaltamiento de las bandas de crecimiento en vértebras de Carcharhinus leucas; pero Cailliet ef
ol (1983a), reportaron que tuvieron que tefiir varios discos del mismo espécimen debido a que la
tincion de vértebras de Alopias vulpinus e Isurus oxyrinchus “fue inconsistente”™, mientras que
Yudin y Cailliet (1990) suspendieron su uso al no poder “distinguir las bandas del margen del
borde” en vértebras de Mustelus californicus y M. henlei, Segun lo descrito anteriormente y lo
observado en este trabajo es evidente que el éxito de la técnica depende, no solamente del patron
de calcificacion de cada especie, sino que ademas las caracteristicas de la tincion pueden variar de

una vértebra a otra en un mismo individuo.

Aparentemente el grafito es el método que proporciona un mejor resaltamiento, pero como se
analizara mas adelante a dificultad para ubicar los anillos en una u otra banda, asi como para
separar las bandas individualmente, puede producir resultados poco confiables y por lo tanto
aminorar su capacidad como método de resaltamiento. Aunque Parsons (1983 y 1993) utilizd este
mélodo para resaltar las bandas de las vértebras de Rhizoprionodon terraenovae. y Sphyrna
tiburo. respectivamente, no hace mencién alguna sobre la dificultad para ubicar los anillos en uno
u otra banda en las vértebras de dichas especies. En cambijo, Padovani y Vooren (1991)
reportaron que no pudieron definir las bandas localizadas en el margen del borde, resaltadas con
erafito, en las vértebras de los individuos més viejos de Galeorhinus galeus, debido a su

amonlonamiento,

Aunque la observacion directa de los cortes con luz reflejada, produjo el contraste necesario
para distinguir las bandas en mas del 50 % de las vértebras, su intensidad fue notablemente menor
que el observado con el resto de las técnicas. Lo anterior ocasioné que la lectura Optima de las
bandas se lograra Gnicamente en 11 discos vertebrales. Algunos de los pocos reportes sobre la
observacion directa de discos vertebrales ¢ seeciones de los mismos, con buenos resultados. son
fos de Branstetier. Musik v Colvocoresses (1987) y Branstetter y Stiles ([1987), quicnes trabajaron
con Galeocerdo cuvieri y Carcharhinus leucas vespectivamente, aunque ¢ plano del corte v ¢
tipo de iluminacion dificren de los utilizados en este trabajo. En la Figura 8 sc preseata de manera

grafica la variabilidad en el resaltamiento, producida con cada una de fas téenicas.
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Figwra 8.- Frecuencia observada de cada uno de fos tres grados de resaltamiento. con cada téenica
probada.

Niumere de handas observedas.

Los resultados de la prueba Kruskal-Wallis, para precisar si existe una relacion entre el
ntimero medio de bandas observadas y el método de resaltamiento utilizado. son los siguientes:
[1,= 40.30 para ¢l primer conteo y Hy= 20.12. para ¢l segundo. Ya que p (){2(,‘(,5.5 >, 6 Ha)
- 0.005, ¢ ntmero de bandas en ambos conteos se encuentra en funcion de Ly téeniea utilizada, El

namero medio de bandas de ambos conteos se indica en la Tabia 3.

El mayor numero de bandas se observo con ¢l método de los cortes, dado que permite
distinguir, aungque con menor contraste, bandas aparentes que no son apreciables con otros
maétodos. Ademas de las bandas. también ¢s posible observar los diversos anillos que las
constituyen. sin embargo. la mayor & menor distancia entre cllos con frecuencia hive difictl su
astonacion a una v oowa banda yoes muy probable que la incorrecta interpretacion de algin o

aleunos anillos como bandas, haya contribuido a clevar ¢l ndmero de cstas.



Si bien el método con L.T produjo un buen contraste entre las bandas, el numero de las
mismas fue el mas bajo, debido a que algunas bandas transhicidas quedaron ocultas dentro de una

o mas bandas oscuras, como consecuencia del patrén de caleificacion vertebral.

Tabla 5.- Namero medio de bandas, lecturas pares y vértebras
climinadas, registrados con cada técnica.

Féenica  Namero medio Lecturas Towal de vértebras
debandas ~ ~ pares ~  eliminadas

Grafito 3.4 37

LT 1.9 26 20

Coites 9.8 30 10

v 8.8 26 20

RA 9.0 30 16

NP 8.6 20 26

= El nimero tetal de discos vertebrales en cada téenica fue de 46

Un factor importante que influyé en la determinacion del numero de bandas observado en una
vértebra. fue la presencia de bandas que se dividen en dos. cn algdn punto de su recorrido por el
borde vertebral conocidas como falsas bandas. Con las técnicas de grafito v L.T estas son
facilmente visibles. pero con RAL C.V y NP son mas dificiles de identificar a causa de! estrecho
espacio entre los anillos tefitdos. que constituyen la doble banda. Por otra parte con ¢l método del
corte fongitudinal. las bandas falsas no se pueden identificar, ya que no es posible seguir una
banda a lo largo de toda la estructura vertebral. Si estas no se identifican, el niimero total de ellas
aumenta al considerar dos bandas donde sole hay una. [n 1982, Thorson v Lazy. repottaren la

presencia de estas bandas en las vértebras de Carcharhinus leucas.

Un inconventente comtn en todas las téenicas, lue fa dificultad para definir fa primera banda.
ya que micntras en algunas vériebras se localizo muy cerca del centrum, en otras la distancia
entre ¢l centrum y la primera banda observada fue mucho mayor. Padovani y Vooren (1991),

Branstetter (19872) y Parsons (1993). obscrvaron la presencia de una primera banda en



entre el centrum y la primera banda observada fue mucho mayor. Padovani y Vooren (1991),
Branstetter (1987a) y Parsons (1993), observaron la presencia de una primera banda en
organismos con pocos meses de nacidos, la cual fue interpretada como una marca ¢ banda de
nacimiento por Branstetter y McEachranhan (1986), Cailliet ef «f. (1983a); y por lo tanto no la
incluyen en el conteo de bandas con fines de estimacion de la edad de sus especies. Por otra parte
Natanson y Cailliet (1990) y Cailliet er al. (1983b) observaron hasta 5 bandas en embriones y
recién nacidos de S californica y T, semifasciata, respectivamente y las interpretaron como

marcadores de las diferentes fases del desarrolio embrionario.

En este trabajo no se obtuvieron individuos neonatos ¢ que fueran menores de un afio de edad,
por lo que hay incertidumbre en cuanto al origen de la formacién de la banda mds cercana al
centrum, !a cual se consideré de crecimiento en los conteos de las bandas de los discos

vertebrales analizados.

Perdida de vertebras en cada técnica utilizada.

Las vértebras eliminadas son aquellas donde no fue posible coincidir en el nimero de bandas
en dos lecturas, ademas de aquellas donde no se pudo ilevar a cabo la identificacion y conteo de
todas las bandas, ¢ de la mayoria de ellas, por la ausencia ¢ insuficiencia de contraste. La Figura
9 muestra ¢l porcentaje de vértebras eliminadas por téchnica, sefialando la causa por la cual se

eliminaron. Asi mismo se indica el porcentaje de vértebras con lecturas pares.

Fl resaltamiento inadecuado con N.P. propicio la eliminacion de mas del 50 % de las
vértebras, Bl C.V y L.T generaron la eliminacion del 43.47 % cada una, mientras que R.A v
Cortes coincidieron con un 34.78 %. El porcentaje mas bajo fue el registrado con el mélodo de

erafiio (19.5 %).

Analizando las vértebras eliminadas separadamente, se encontrd que la falta de una lectura 6

ambas, fue mas frecuente cuando se probaron las téentcas de tincidn con C. V. R.A v N.P. debido
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Figura 9.- Porcentaje de vértebras eliminadas en cada técnica (lecturas impares y falta de una 6 ambas
lecturas) y porcentaje de vértebras con lecturas pares.

Por el contrario. el porcentaje de lecturas impares fue mayor cuando el resaltamiento se
produjo con L.T. cortes y grafito, como consecuencia del amontonamiento de bandas ¢ la
indelinicion de las mismas, debido a la estrecha 6 amplia distancia entre los anilios. asi como el
ocultamiento de una ¢ varias bandas en cualquier drea de! borde vertebral. Estos inconvenientes,
no solo generan dudas en cuanto a un nimero definido de bandas, en uno u otro conteo. sino que
ademas pucden conducir a la determinacion incorrecta de un ntmero total de bandas. ain cuando

haya coincidencia en las lecturas.

Las vértebras que son tomadas en cuenta, para fines de estimacion de la edad. son aquellas
cuyo numero de bandas coinciden en dos 0 mas conteos, de modo que no exista duda sobre la

clase de edad aia cual pertenccee el individuo.

Los mayores porcentajes de lecturas pares son los obtenidos con grafito. R.A. v cortes. En

aleunos estudios donde se comparan dos ¢ mids téenteas de resaltamiento. la repetibilidad de los



conteos es el principal criterio de evaluacion (Moulton 1992, Natanson y Cailliet 1990). No
obstante los resultados obtenidos con grafito y cortes, se debe tener en cuenta que la dificultad

para separar claramente las bandas con estas técnicas, puede conducir a estimaciones incorrectas.

Anclisis en Cluster.

En la Tabla 6 se encuentran los valores medios estandarizados de las variables utilizadas para
realizar el andlisis en cluster. La Figura 10 es ¢l dendograma resultante del analisis de similitudes,
en ¢f que se muestra la asociacion de las técnicas de acuerdo a la distancia promedio de similitud

entre una téenica y otra, asi como entre un grupo de técnicas y otro.

Como resultado de] agrupamiento de las técnicas, en funcion de los tres criterios de
evaluacion, ¢l dendograma muestra que la mayor similitud se encuentra entre C.V v R.A. las
cuales generaron el mejor contraste entre las bandas. A este primer subgrupo se encuentra
asociado el N.P, ya que las tres téenicas producen la eliminacion de una cantidad de vértebras
similar. La asociacion separada de los métodos con L.T y grafito, se debe principalmente al bajo
nimero de bandas observado con ambas técnicas. El método de los cortes es el que mas ditiere en
cuanto a los criterios evaluados, razon por la cual no se encuentra incluido en alguna de las

agrupaciones anteriores.

Tabla 6.- Variables para realizar el Analisis de similitudes. a) datos originales y
b} datos estandarizados (Valores "Z")

Vértebras

Técnica Resaltamiento No. de bandas eliminadas

a* b a b a b
Cristal Violeta 193 -6.71 8.8 -4.91 0.43 -2.63
Rajo-ulizaring ™S 1.89 -6.77 90 -4.71 034 =272
Nitrato de plita 2.39 -0.27 8.6 S50 050 =25
Grafite .73 -0.93 84 -3t 019 -2.87
Lz ansmitdd L.8Y -0.77 7.9 -381 (13 2203
Cortes 203 -6.51 9.8 -3.91 (.34 272

s Promedio ponderado de las frecuencias abservadas de tos tres grados de resadtanmiento.



Determinacion de la region mds constante en nitmero de bandus.

En los graficos de la Figura 11, se presentan el numero de bandas y el didmetro
vertebral registrados en uno de cada 4 discos vertebrales, a lo largo de las 5 columnas
completas colectadas para dicho fin. Como se puede ver, el namero de bandas difiere a lo
fargo de la columna vertebral de los 5 individuos. La variabilidad fue de 3-4 bandas en 4
individuos en un rango de 112- 247 cm, y de 5 bandas en un individuo de 240 cm de
longitud total. Aunque el tamaiio de muestra fue pequefio para obtener una tendencia entre
Ia longitud de ios individuos y la variabilidad del niimero de bandas de los discos de su
columna vertebral. se observo que esta variabilidad al parecer no se incrementa con la taila
de tos tiburones gata, lo gue cs contrario a lo observado por Natanson y Cailliet en 1990,

para Squating culifornice.

-
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[Figura 10.- Dendograma de similitudes entre téenicas.
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didimetro vertebral, a o largo de la columna vertebral completa de 5 cspecimenes de G, cirranon, La

tongitud total de cada individuo es

sta) H2Zem, b)Y I81em. ¢} i86cm. Jd)240em

¢y 247 em



En la columna vertebral, de 3 de los 5 individuos, la regidén donde el nfimero de bandas se
mantiene sin cambios inicia en el disco No 9, mientras que en las dos restantes inicia en el disco
No. 21, La amplitud de dicha seccion, reportada como region de “meseta” por Natanson y Cailliet
(1990). varia en los 5 individuos pero en todos ellos, se extiende al menos hasta el disco No 37.
La region con una constancia en el nimero de bandas coincidio con la mayor cantidad de estas,
antes y después su ntmero disminuye de 1 a 3 y hasta 5 bandas respectivamente. Dado que la
extension de la region, con un ntimero constante de bandas, puede variar en todos los individuos
de (. cirratum. se considerd que para mayor seguridad el area que debe ser reconocida como la
region de “meseta”™, ¢s la comprendida entre los discos No. 21 a 37. La seccion colectada para la
gomparacion de ienicas de este estudio incluyd {os discos No, 23 a 35, la cual coincide con ta

region de mescta determinada.

L.a determinacion de una relacion lineal entre el didmetro vertebral y 1a longitud del individuo.
¢s importante para realizar las operaciones matemdticas necesarias en la estimacion de edad por
retrocaleulo de los elasmobranqgutos, (Smith, 1983). Por lo anterior se midid y gritico ¢l diametro
de tos discos de las 5 columnas de G. cirrafion colectadas. Se encontrd que las vértebras de esta
espeeie alcanzan su mayor magnitud en la region constituida por los discos No. 94 21 focalizados
entre la region cetilica y el tronco, de las 5 columnas invariablemente (Fig. 11). A partir def disco
No. 21 comienza a disminuir y continua decreciendo hasta el Gltimo disco de la columna. La
seceion colectada con los discos No. 25 a 35 no forman parte de la regidn de mayor didmetro
vertebral. lo cual explica fa baja correlacion obtenida en la regresion lineal entre el diametro

vertebral y la longitud del individuo (r=0.8299), En Ia Figura 12 se presenta esta relacion.
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CONCLUSIONES

¢ A excepcion de la técnica de Aclaramiento con aceite de cedro, las diferentes zonas de

crecimiento sobre las vértebras de G. cirratum fueron visibles con todas las técnicas probadas.

* De las 7 técnicas, la radiacién con rayos-X, y la tincién con nitrato de plata. fueron las
técnicas menos convenientes para el resaltamiento de las bandas de crecimiento en los discos

veriebrales del tiburon gata.

¢ La observacion directa de seeciones longitudinales con luz reflejada (cortes). produce un

contraste poco mtenso. pero ¢l numero de bandas observadas es el mas alto.

o I} resaltamiente con grafito, luz transmitida, Rojo de Alizarina “S” v Cristal Violeta.
arrojaron los mejores resultados, en cuanto al contraste entre las bandas, pero el ntunerc de
bandas producido por las dos primeras parece subestimado con respecto al producido por las dos

altimas.

» Teniendo en cuenta los resultados de las tres criterios de evaluacion. y que no hubo una
téenica que cumpliera satisfactoriamente con los tres. se concluye que las téenicas mas apropiadas
para vesaltar las bandas de crecimiento en las vértebras de G.cirrarum. son: tincion con Rojo de
Alizarina =S”, Cristal Violeta y grafito, siempre y cuando se tomen en cuenta las medidas
neeesarias para superar los inconvenientes derivados de cada una de ellas. tales como aumentar ¢l

tamano de muestra y comparar los resultados con los de alguna otra téenica de resaltamiento.

e [ seccion vertebral, en la columna vertebral de G cirratum, donde los discos presentaron
un numero constante de bandas (region de “mescera”), se focaliza entre los discos No. 21 a 37,

fuera de ¢sta region ¢l namero de bandas varia de 1 a £4.



e Laregion de mayor diametro vertebral esta comprendida por los discos 9-21.

e La seccidn aproptada para la colecta de vértebras. con fines de estimacion de edad se

encuentra entre los discos 9-37.

RECOMENDACIONES

Probar el uso de los Rayos-X en secciones longitudinales, de pocos milimetros de espesor, de
vértebras de la especie, para intentar mejorar el resaltamiento de las bandas de crecimiento o

contirmar la ineficiencia de la téenica en los discos vertebrales de G. cirratum.

Probar la tincién con Rojo de Alizarina “S”, Cristal Violeta ¢ de algun otro colorante en

secciones longitudinales de las vértebras de G, cirratum,

Tenir varios discos vertebrales de un mismo individuo, si se utiliza la tincion con R.A y C.V,
realizando las variaciones convenientes, de concentracion del colorante y tiempo de contacto con
lag véniebras y por consiguiente, contar con un tamafio de muestra 1o suficientemente grande, que
represente cada clase de edad abundantemente.

Para estudios de erecimiento es necesario definir ¢l origen de la formacion de la primera
banda. para cilo deben incluirse en los individuos muestreados embriones. neonatos y tiburones

menores 2 1 aio de edad,

Coleetar las vértebras que se encuentren dentro de la seecion comprendida por los discos 9
37. va gue en esta coineiden Ta regidn mas constante en numero de bandas v de mavor diiimetro

en la columna verehial de (0 cirrarim,
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feir Namero de bandas en el primer conteo o lectura; 2do; Nitmero de bandas en segundo conteo o lectura; R: Grado de resaltamiento observado
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