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Glosario

Abundancia. Numero de individuos de una especie presentes en una muestra o

poblacion biologica.

Ausencia. Categoria dentro de una escala nominal dicotomica con valor “0” utilizada

para registrar el tiempo durante el que individuos de un taxén no esta presente.

Avistamiento. Registro de uno o varios individuos de una especie dentro un espacio

y tiempo especifico.
Analito. Sustancia quimica de interés analitico, detectable y cuantificable.

Batoideo. Miembro de la division Batomorphi (Nelson et al. 2016), que incluye a mas
de 500 especies de peces cartilaginosos caracterizados por la presencia de 5-7
hendiduras branquiales ventrales y sin aleta anal. Incluye a rayas, guitarras, peces

sierra y manta rayas.
Blanco. Solucién, sin presencia de analito.

Categoria de madurez sexual. Agrupacion de individuos de una misma especie con

base en el sexo, talla y estadio de madurez.

Cefal6podo. Molusco marino perteneciente a la clase Cefalépoda, incluyendo

calamares, pulpos, sepias y nautilos.

Condrictio. Pez cartilaginoso perteneciente a la clase Chondrichthyes, caracterizado
por la presencia de un esqueleto cartilaginoso, valvula espiral y ausencia de vejiga

gaseosa.

Cromatografia. Método fisicoquimico utilizado para la separacién y/o cuantificacion
de un fluido mediante un proceso de adsorcion, el cual, se lleva a cabo mediante el

uso de una fase movil y una fase estacionaria.

Diana. Estructuras celulares o glandulares del cuerpo que cuentan con receptores
para reconocer y acoplar sustancias especificas basadas en su composicion

molecular, de naturaleza tanto endégena como exogena.



Epididimo. Organo sexual masculino especializado con una estrecha relacion con los
testiculos, ya que permite el transporte, almacenamiento y la maduracién de los

espermatozoides.

Especie. Individuos de una o diferentes poblaciones, con la capacidad de generar
descendencia fértil por reproduccion sexual y/o asexual, y contar con potencial
genético para la creacibn de nuevas especies bajo determinadas condiciones

ambientales.

Foto identificacion. Andlisis de material audiovisual que permite la individualizacion
de organismos de una muestra, con base en sus caracteristicas anatémicas (sexo,

tamafo, patrones de pigmentacion, cicatrices, deformaciones, etc).

Matriz bioloégica. Sustancia o tejido de origen biolégico que puede contener

concentraciones de analitos.

Higado. Organo del sistema digestivo relevante en las secreciones intestinales y el
metabolismo (almacenamiento y transformacion) de la dieta. En este 6rgano suceden
procesos como la sintesis de proteinas, modificacion de la composicion de grasas,
transformaciéon de proteinas y grasas en carbohidratos, transformacion de desechos
nitrogenados (ej. amoniaco) en sustancias menos dafinas (acido Urico, urea), entre

otros.

Hormona. Sustancia quimica secretada naturalmente en las glandulas de los
organismos. Tienen la capacidad de incidir en la funcion de la misma glandula

secretora, asi como de otros 6rganos y tejidos del organismo.

Hormona esteroide. Tipo de sustancias quimicas derivadas de la molécula de
colesterol (C27H460) que se relacionan con funciones bioldgicas relevantes como el

crecimiento, la reproduccion vy la irritabilidad.

Glandula oviductal. Organo relevante en el sistema reproductor de algunos
vertebrados, que en elasmobranquios cumple funciones relacionadas con el
almacenamiento de esperma, fecundacion y transporte hacia el Gtero, asi como de la

tercer membrana o alantoides.



Gonada. Organo del sistema reproductor donde se lleva a cabo la gametogénesis; se

presenta como testiculos en machos y ovarios en hembras.
LC-MS/MS. Cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas en tAndem.

Limite de deteccion. Concentracibn minima necesaria para detectar la presencia de

un analito.

Limite de cuantificacion. Concentracibn minima necesaria para cuantificar la

cantidad de un analito.

Modelos aditivo generalizado. Ecuacion matemética con representacion lineal con
la capacidad de predecir el comportamiento de datos no-lineales y su relacion con

determinadas variables mediante el uso de funciones de suavizado.

Musculo. Tejido estructural formado por miocitos, caracterizados por su forma de fibra
y la capacidad de contraccién y movimiento que otorgan al organismo. Se reconocen

tres tipos, incluyendo al musculo liso cardiaco, y esquelético.

Ovario. Organo con capacidad glandular que permite y regula la secrecion de

hormonas sexuales; asi como el almacenamiento, maduracién y liberacion de ovocitos.
Ovocito. Célula germinal de las hembras derivada de las ovogonias.

Piel. Capa mas externa del sistema tegumentario caracterizada por la presencia de
células epiteliales, glandulas sebaceas y sudoriparas, asi como de estructuras
sensoriales que permiten la irritabilidad hacia el ambiente y regula la interaccion con

agentes exdgenos.

Poblacién. Conjunto de individuos de una misma especie bioldgica, distribuidos en un

mismo tiempo y espacio que se reproducen entre si y generan descendencia feértil.

Presencia. Estado en el que se encuentra un individuo ajeno a otro, dentro de un

mismo tiempo y espacio.

Sitio de agregacion. Espacio determinado por factores bidticos y abioticos donde los
individuos de una misma especie se retnen durante periodos especificos, con visitas

reiteradas durante los afios de vida o durante una o varias fases de su historia de vida.



Tiburdn. Miembro de la Divisién Selachii (Nelson et al. 2016) que incluye a mas de
500 especies de peces cartilaginosos caracterizados por la presencia hendiduras
branquiales laterales. Incluye a las especies de tiburones y cazones, tiburones sierra,
angelitos, entre otros.

Testiculo. Organo glandular donde se lleva a cabo la generacion de gametos

masculinos o espermatogénesis.

Utero (elasmobranquios). Organo que permite el desarrollo del embrién al regular el

medio donde este se desarrolla.



RESUMEN

El tiburén blanco es una especie vulnerable a la extincion, aprovechada por el turismo
en Isla Guadalupe, México, desde 2001. A pesar de su proteccidn y aprovechamiento
en este sitio de agregacion (agosto-noviembre), la informacién basica para su manejo
resulta insuficiente. El objetivo de esta tesis fue proporcionar conocimiento sobre su
abundancia estacional, preferencias ambientales e interacciones ecologicas, y
desarrollar una metodologia poco invasiva para estudiar su endocrinologia
reproductiva mediante biopsias de piel y LC-MS/MS. En el aspecto ecoldgico, se
estimo una abundancia de 78 tiburones (IC 95%; 62.1, 105.6 individuos) a partir de la
aplicacion del método Schnabel y 6,316 registros (2012-2014). Adicionalmente, se
evidenci6 una segregacion sexual, espacial y temporal de acuerdo con la categoria de
tiburones, incluyendo: machos inmaduros, machos maduros, hembras inmaduras, y
hembras maduras. Esta segregacion se detecté al comparar la probabilidad de
ocurrencia de cada categoria, mediante modelos aditivos generalizados (6,266
registros de presencia/ausencia), con relacion a factores espaciales (latitud, longitud),
temporales (hora del dia) y ambientales (temperatura superficial del mar, visibilidad,
marea, fase lunar, nubosidad). A partir de un proceso de foto-identificacion, se obtuvo
evidencia de interacciones troficas con calamares, gracias a la deteccion de cicatrices
de ventosas sobre el cuerpo de los tiburones (X= 3.7 m, DE * 0,6 longitud total; n=14).
La medicioén digital de cicatrices permitié sugerir a Dosidicus gigas, Architeuthis dux, y
Ommastrephes bartramii como presas potenciales del tiburén blanco en la zona.
Finalmente, el método desarrollado para estudiar la endocrinologia reproductiva
permitid extraer, detectar y cuantificar los niveles de siete hormonas esteroides de
manera simultdnea a partir de biopsias (50 mg) de piel. Este método permitird analizar
perfiles hormonales de especies protegidas con la finalidad de detectar periodos de
maduracién sexual, apareamiento, gestacion y postparto con eficiencias similares a
otros métodos, pero optimizando el uso de biopsias al utilizar un 95-98% menos de

tejido.

Palabras clave: Chondrichthyes, métodos poco invasivos, especie vulnerable,

conservacion marina, hormonas.
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ABSTRACT

The white shark is a species vulnerable to extinction, used by tourism in Guadalupe
Island, Mexico, since 2001. Despite its protection and use in this aggregation site
(August-November), the basic information for its management is insufficient. The
objective of this thesis was to provide knowledge about its seasonal abundance,
environmental preferences, ecological interactions, and to develop a minimally invasive
methodology to study its reproductive endocrinology using skin biopsies and LC-
MS/MS. In the ecological aspect, an abundance of 78 sharks was estimated (95% CI;
62.1, 105.6 individuals) from the application of the Schnabel method and 6,316 records
(2012-2014). Additionally, a sexual, spatial, and temporal segregation was evidenced
according to each of the following categories, including immature males, mature males,
immature females, and mature females. This segregation was detected by comparing
the probability of occurrence of each category through generalized additive models
(6,266 presence/absence records), in relation to spatial (latitude, longitude), temporal
(time of day) and environmental (surface temperature of the sea, visibility, tide, moon
phase, cloud cover) factors. Evidence of trophic interactions with squid was obtained
by a photo-identification process that allowed the detection of suction cup scars on the
body of the sharks (x = 3.7 m, SD % 0.6 total length: n= 14). Digital scar measurement
suggests Dosidicus gigas, Architeuthis dux, and Ommastrephes bartramii as potential
prey for white sharks in the area. Finally, the method developed to study reproductive
endocrinology made it possible to extract, detect and quantify nine hormones
simultaneously from skin biopsies (50 mg). This method will allow the analysis of
hormonal profiles of protected species in order to detect periods of sexual maturation,
mating, gestation and postpartum with similar efficiencies to other methods, but
optimizing the use of biopsies by using 95-98% less tissue and measuring more
hormones than 93% of the studies published until 2020.

Keywords: Chondrichthyes, minimally invasive methods, vulnerable species, marine

conservation, hormones.
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INTRODUCCION

Las poblaciones de tiburon blanco Carcharodon carcharias (Linnaeus 1758) son
un recurso valioso en términos ecolégicos y socioecondmicos (Cisneros-Montemayor
et al. 2020). Esta especies es un depredador tope en ecosistemas costeros y pelagicos
de las regiones templadas y subtropicales de todo el mundo. La presencia del tiburén
blanco ha sido registrada en amplios rangos de temperatura (2.7-26.6°C) y profundidad
(1-1200 m; Francis et al. 2012, Froese y Pauly 2022). Esta especie es facilmente
identificada por sus caracteristicas anatomicas, tales como dientes triangulares y
aserrados; morro, 0jos, y hendiduras branquiales grandes; asi como por la capacidad
de superar los 6 m de longitud total (LT; Compagno et al. 2005; Castro 2012;). Su
alimentacion esta basada en el consumo de peces, cefalopodos y mamiferos marinos,
aunque los componentes de su dieta varian de acuerdo con la localidad, sexo y estadio
de madurez (Compagno et al. 2005; Kim et al. 2012). EI consumo de pinnipedos y
otras presas gregarias motiva las agregaciones estacionales de C. carcharias, ya que
la disponibilidad de alimento constituye un factor relevante en la fidelidad al sitio
exhibida por las poblaciones de tiburon blanco (Pyle et al. 1996, Compagno et al. 2005;
Hoyos-Padilla et al. 2016; Santana-Morales et al. 2021).

El tiburdn blanco es uno de los vertebrados marinos con la mayor capacidad de
dispersion. Puede realizar movimientos migratorios que superan los 11,000 km en un
periodo aproximado de tres meses (Bonfil et al. 2005, 2015). Este tipo de movimientos
se han relacionado con eventos alimenticios y/o reproductivos, aunque la informacién
sobre su demografia aun resulta insuficiente para el manejo éptimo de sus poblaciones
a nivel mundial (Boustany et al. 2002, Carlisle et al. 2012, Cisneros-Montemayor et al.
2020). Una evidencia de esto es la falta de evaluaciones regionales sobre los estados
poblacionales de la especie (IUCN, 2022), lo cual, se relaciona con la escasez de
estudios ecologicos, demograficos y reproductivos de las diferentes poblaciones
(Huveneers et al. 2018).

Debido a que es capaz de superar los 76 afios de vida (Natanson & Skomal,

2015), el tiburén blanco puede considerarse como una especie longeva en
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comparacion con la esperanza de vida humana reciente! (70-73 afios; UNFPA, 2022),
o de cualquiera de sus presas™. Los tiburones machos alcanzan su madurez sexual a
los 26 afos (3.5 m), mientras que las hembras maduran a los 33 (> 4.5 m; Natanson
& Skomal, 2015). Al igual que otros lamniformes, el tiburén blanco presenta un modo
de nutricion embrionaria conocido como oofagia u ovofagia (Wourms, 1977), asi como
una fecundidad de 2-15 crias y un periodo de gestacion, que — hipotéticamente -, tiene
una duracion de 12-18 meses (Francis 1996, Compagno et al. 2005, Saidi et al. 2005,
Domeier et al. 2012).

En regiones del Pacifico Nororiental (Norteamérica) y Suroriental (Oceania), se
ha estimado una abundancia de 2,000 y 2,500-6,750 tiburones, respectivamente
(Burgess et al. 2014, Hillary et al. 2018). En localidades menos extensas, tales como
Gansbaai, Sudafrica, e Isla Guadalupe, México, las estimaciones rondan los 333 y los
120 individuos incluyendo adultos y subadultos (Sosa-Nishizaki et al. 2012; Andreotii
et al. 2016). Este tipo de estimaciones utilizan métodos de marcaje/recaptura que,
dependiendo la naturaleza de su muestra, pueden generar resultados variables entre
estudios (Sosa-Nishizaki et al. 2012; Burgess et al. 2014). Naturalmente, la generacion
de conocimiento actualizado y la optimizacién de métodos resulta fundamental para el
monitoreo de C. carcharias y otras especies mas susceptibles a la extincion, en donde
el conocimiento de su estado poblacional es clave (DOF 2006, 2010; Gallagher et al.
2012).

Desde el afio 2001, las autoridades mexicanas consideraron al tiburén blanco
como una especie amenazada y protegida bajo los criterios de la NOM-029-PESC-
2006 y el Apéndice Il de la Convencion sobre el comercio internacional de especies
amenazadas de fauna y flora silvestres (DOF 2006, CITES 2022). Su proteccion en el
pais limita el aprovechamiento a las actividades sostenibles, por lo que el turismo y la
investigacion cientifica constituyen oportunidades clave para un aprovechamiento

Optimo en areas naturales relevantes para México, como la Reserva de la Biésfera Isla

! Promedio mundial humano en el S. XIX (28-32 afios)

2 Ejemplos de edad maxima reportada para elefante marino del Norte Mirounga angustirostris (13-19 afios; Lobo
fino de Guadalupe Arctophoca philippii townsendii (13-23 afios); Foca gris Halichoerus grypus (25-35 afios; NOAA,
2022)
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Guadalupe, Baja California (DOF, 2005, 2006). En esta reserva, el avistamiento del
tiburén blanco comenzé en el afio 2001 con una sola embarcacion (Becerril-Garcia
2017). Actualmente hay 10 embarcaciones activas que generan mas de 10 millones
de pesos por temporada?, aunque la evaluacion de la derrama econémica no ha sido

abordada profundamente (Becerril-Garcia 2017, Cisneros-Montemayor et al. 2020).

Las caracteristicas ecoldgicas, demograficas, y sociales justifican la relevancia
de la especie y explican la susceptibilidad de las poblaciones por la pesca ilegal, malas
practicas turisticas, gestiones de manejo deficientes, contaminacion marina, cambio
climatico, entre otros (Huveneers et al. 2018; Jorgensen et al. 2022). Bajo este
contexto, la implementacion de metodologias practicas y replicables resulta esencial
para generar conocimiento en temas relevantes como la ecologia, demografia y
reproduccion. Esto permite la actualizacion de parametros biolégicos en especies
protegidas de interés nacional como lo es C. carcharias; la cual, es aprovechada por

embarcaciones canadienses, norteamericanas, y mexicanas (Meza-Arce et al. 2020).

La presente tesis se elabora a partir de hipoétesis relacionadas con la ecologia
y la endocrinologia reproductiva de C. carcharias. En primera instancia, se otorga
informacion sobre el niumero de tiburones en interaccion con el turismo en lIsla
Guadalupe; lo cual, incluye datos relevantes para el manejo eficiente de este
depredador poco abundante. El segundo capitulo describe el efecto de factores
temporales, espaciales, y ambientales sobre la ocurrencia del tiburén blanco en la
reserva. Esto constituye informacién sobre su irritabilidad en ambientes oceanicos y
una linea base de su ocurrencia bajo las condiciones climéaticas y antropogénicas del
periodo analizado. Eltercer capitulo presenta evidencia de interacciones de tiburones
blancos con presas mesopelagicas relevantes en términos tanto ecolégicos como
pesqueros. El ultimo capitulo, describe el proceso para desarrollar un método poco
invasivo para analizar la reproduccion de esta especie mediante el analisis de

hormonas esteroides. Las pruebas iniciales realizadas en elasmobranquios de interés

3 La temporada de tiburén blanco en Isla Guadalupe usualmente comprende el periodo de finales de Julio-
Diciembre de cada afio.
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comercial permitieron extraer, detectar y cuantificar hormonas esteroides en biopsias

de C. carcharias y complementar su monitoreo en Isla Guadalupe.

ANTECEDENTES

Contexto socioeconémico

Conservacion y normatividad

A nivel global y de acuerdo con la Union Internacional para la Conservacion de
la Naturaleza - IUCN por sus siglas en Inglés - el tiburon blanco se encuentra
catalogado como una especie vulnerable a la extincién (Rigby et al. 2022). En lugares
donde existe una evaluacion regional, como Europa y el Mediterraneo, a esta especie
se le considera en peligro critico (Soldo et al. 2016). En 2021, la UICN implement6 un
nuevo indicador para evaluar avances y perspectivas de la recuperacion de especies
amenazadas. Esta categoria de recuperacién se conoce como la “evaluacion del
estado verde” - Green Status of Species en Inglés — y constituye un primer esfuerzo
para estandarizar y medir las acciones de conservacion en la recuperacion de estas

especies (Akcakaya et al. 2018).

El tiburén blanco C. carcharias fue una de las ocho especies de tiburones
evaluadas bajo el nuevo criterio de recuperacion, en complemento de las categorias
de la lista roja (Spaet 2021). La especie C. carcharias se consider6 como un taxén
“‘moderadamente agotado”, con un puntaje de 56% de recuperacion. Este valor
considera avances realizados, asi como las acciones de manejo necesarias para
mejorar la recuperacion del tiburdn blanco en las préximas décadas (Spaet 2021). Este
puntaje demuestra que las decisiones tomadas por los sectores involucrados han
rendido frutos en la conservacion de C. carcharias en un contexto global. Fortalecer el
avance de recuperacion incrementa las posibilidades de que las poblaciones de
especies clave, como el tiburdn blanco, lleven a cabo sus funciones ecoldgicas de una
manera viable y dentro de su rango esperado de distribucion (Akcakaya et al. 2018,
Spaet 2021).
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En 1990, los Estados Unidos de América prohibieron la retencion de tiburones
blancos e implementaron proteccion a los mamiferos marinos presas de C. carcharias.
Adicionalmente, en las costas de California, Oregon, y Washington, se prohibio la
pesca comercial de tiburones blancos de acuerdo con el Highly Migratory Species
Fishery Management Plan, a menos que se especifiguen usos relacionados con
investigacion cientifica (Pacific Fishery Management Council, 2007). Favorecer la
salud de las poblaciones presa del tiburdn blanco y motivar su investigacion cientifica
a partir de capturas incidentales, han favorecido la recuperacién del tiburén blanco en
el Pacifico Oriental (Burgess et al. 2014, Santana-Morales et al. 2021). Esto destaca
la relevancia de implementar acciones de manejo con una perspectiva ecosistémica,
ya que, como depredadores, la salud de las poblaciones de los tiburones depende de
la salud de sus presas, lo que implica desafios de conservacién a nivel de red trofica
(Tinker et al. 2016).

En Meéxico, el tiburon blanco se encuentra listado en dos normas oficiales
mexicanas: la NOM-029-PESC-2006 y la NOM-059-SEMARNAT-2010. Brevemente,
la primera de ellas constituye una prohibicion de captura y retencidon; mientras que la
segunda lo reconoce como una especie amenazada en ambos litorales del pais (DOF
2006, 2010). A partir del afio 2014, se le considera como una de las especies prioritaria
y se decreta una veda permanente que fortalece la liberacién de especimenes ante
capturas incidentales, prohibiendo estrictamente su captura (DOF 2014). En el &mbito
internacional y como miembro de la Convenciéon sobre el Comercio Internacional de
Especies Amenazadas de Fauna y Flora silvestres (CITES), México participa en las
acciones internacionales que protegen al tiburén blanco y a otras especies listadas
bajo el Apéndice Il de dicha convencion (INAPESCA, 2021).

En afios recientes, el programa de accién para la conservacion (PACE) tiene
como meta la implementacion de un sistema integral de monitoreo en las zonas de
distribucion de C. carcharias. Las lineas de investigacion de dicho monitoreo
contemplan el entendimiento de la biogeografia, demografia, ecologia, efecto del
cambio climatico, y vulnerabilidad del tiburén blanco ante impactos antropogénicos.
Adicionalmente, se plantea el fortalecimiento de dicho monitoreo con métodos que
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permitan la generacion de conocimiento en estas disciplinas de investigacion
(SEMARNAT 2020). En este contexto, los avances en el conocimiento de esta especie
y sus interacciones ecologicas, resulta una prioridad de manejo para asegurar la salud
y funcionamiento de los ecosistemas marinos mexicanos (DOF 2010, 2014).

Las estrategias de conservacion planteadas en el PACE (SEMARNAT 2020)
incluyen componentes relacionados con la proteccion del habitat a partir de una
evaluacion de los factores ambientales en las localidades donde se distribuye C.
carcharias. En su componente sobre prevencion de impactos, se recomienda
actualizar el monitoreo de esta especie para la deteccion de impactos negativos, por
lo que el desarrollo de nuevas tecnologias resulta clave en términos de evaluacion de
salud y estrés animal (Fig. 1). Con respecto al manejo de poblaciones y la
investigacion, se menciona la importancia de los estudios sobre abundancia, estructura
poblacional, y ecologia trofica para respaldar medidas de manejo. Los capitulos de
esta tesis se desarrollaron bajo estos componentes con el fin de aportar conocimiento

para fortalecer estos objetivos de las autoridades mexicanas.
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Figura 1. Tiburén blanco C. carcharias capturando una cabeza de atlin proporcionada por el ecoturismo
en Isla Guadalupe, México.

Aprovechamiento

Los sitios con alta abundancia de elasmobranquios - como Isla Guadalupe -
constituyen un recurso valioso nacional por su relevancia en el mercado turistico global
de tiburones (Gallagher y Hammerschlag 2011, Clua et al. 2011, Vianna et al. 2010,
2012). Estas actividades turisticas involucran mas de 10,000 empleos directos y la
generacion de mas de seis mil millones de pesos anuales ($310 millones USD; 2022).
Debido a su creciente popularidad y demanda, se espera que dichos numeros
incrementen significativamente para el afio 2030 (Cisneros-Montemayor et al. 2013,

Brunnschweiler y Ward-Paige, 2014).

En el caso del buceo en jaula, los cinco paises que han logrado establecer
actividades econdmicas relacionadas con el avistamiento de tiburén blanco son
Sudafrica, Australia, Nueva Zelanda, Estados Unidos de América y México. De dichos

paises, México es el Unico que cuenta con una industria turistica regulada para realizar
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avistamiento y monitoreo del tiburon blanco en un sitio de caracter oceanico como lo
Isla Guadalupe, en el estado fronterizo de Baja California (SEMARNAT 2015; Fig. 2).

Figura 2. Buceo en jaula superficial para el avistamiento del tiburén blanco C. carcharias en lIsla
Guadalupe, México.

En la actualidad, no hay estudios socioeconémicos publicados sobre la derrama
econOmica de la actividad de buceo en jaula en Isla Guadalupe (Meza-Arce et al.
2020). Sin embargo, se estima que cada temporada genera mas de 100 millones de
pesos por el pago del servicio turistico (Becerril-Garcia, 2015; Santana-Morales

com.pers.).

En México, el avistamiento del tiburén blanco se realiza mediante el buceo en
jaula desde principios del siglo XXI (Becerril-Garcia 2015, SEMARNAT 2015). La
temporada de avistamiento inicia a mediados de julio y termina a principios de
diciembre. Los barcos que realizan estos viajes son del tipo "vida a bordo” - liveaboard
en Inglés - que usualmente superan los 30 pies de largo (Fig. 3). Los viajes/tours tienen
una duracion promedio de cinco dias: tres para buceo, y dos para el desplazamiento
entre el continente e Isla Guadalupe.
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Figura 3. Embarcacion estadounidenses durante la actividad de avistamiento de C. carcharias en Isla
Guadalupe, México.

El avistamiento de tiburén blanco mediante buceo en jaula utiliza un sistema de
tipo hooka para proporcionar aire a los buzos desde la superficie. Las jaulas son de
acero inoxidable y varian en su disefio y tamafio de acuerdo con cada operador de
servicios turisticos. Con el fin de evitar laceraciones a los tiburones, se recomienda
gue las jaulas carezcan de bordes cortantes y que las barras horizontales tengan una
separaciéon maxima de 35 cm (SEMARNAT 2015).

Las jaulas de avistamiento son transportadas por cada embarcacion hacia el
sitio de anclaje, colocadas en posicién cada mafiana de los dias de avistamiento, y
retiradas del agua al atardecer (SEMARNAT 2015). Segun la companiia, los barcos
cuentan con un minimo de dos, y un maximo de cuatro jaulas disponibles. La
capacidad promedio de cada jaula es de cuatro buzos. Con excepcién de las
compafiias estadounidenses, todas las demés embarcaciones cuentan con la opcion
adicional de realizar buceos en jaula a una profundidad de 10 metros (Fig. 4). Los

turistas que decidan utilizar las jaulas de superficie no requieren certificacion de buceo
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para realizar la actividad. No obstante, y con fines de seguridad, se requiere ser buzo

certificado para acceder a las opciones de buceo en profundidad.

Figura 4. Avistamiento de tiburén blanco C. carcharias dentro de una jaula de buceo a 10 m de
profundidad en Isla Guadalupe, México.

Hasta el afio 2021, un total de diez embarcaciones contaban con los permisos
para realizar turismo con tiburén blanco en Isla Guadalupe. Las compafiias evitan
coincidir durante los mismos dias en la isla, para evitar que siete embarcaciones
realicen el avistamiento de manera simultanea. No obstante, la capacidad de carga
Optima para esta actividad es de seis embarcaciones (Santana-Morales et al. 2021).

En este tipo de avistamiento, se requiere del uso de atrayentes organicos para
atraer y observar a los tiburones blancos. Estos atrayentes varian segun la compafiia,
pero en general, incluyen restos de peces de la regién como tunidos (Thunnus spp),
jureles de Castilla (S. lalandi), sardinas (Sardinops spp), y macarelas (Scomber spp).
Estos atrayentes han sido sefialados como un posible estresor de los tiburones
blancos (Guerrero-Avila 2011, Becerril-Garcia et al. 2019c¢). No obstante, los estudios

etolégicos del tiburén blanco durante su interaccion con la actividad turistica han
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proporcionado evidencia de que no existen alteraciones en el comportamiento de C.

carcharias a largo plazo (Becerril-Garcia et al. 2020d).

La hipotesis de un condicionamiento del tiburon blanco por el turismo ha sido
rechazada hasta ahora. Sin embargo, estos estudios proporcionaron evidencia de
cambios conductuales a corto plazo; los cuales, fueron motivados por tipos especificos
de atrayentes como el atun fresco y que provocé conductas agresivas hacia las jaulas
de observacion (Becerril-Garcia et al. 2020d). La resolucion de las problematicas del
ecoturismo compete a los distintos actores involucrados con el aprovechamiento de
los recursos naturales en Isla Guadalupe, tales como el gobierno, pescadores
artesanales, operadores turisticos, academia y organizaciones no gubernamentales
(Meza-Arce et al. 2020).

Contexto ecologico

Caracteristicas generales

El tiburén blanco es un condrictio marino perteneciente a la familia Lamnidae.
Los fosiles del género Carcharodon datan de principios del Plioceno,
aproximadamente de cinco millones de afios atras (, Ehret et al. 2009, Nelson et al.
2016). El tiburdn blanco caracteriza por un morro, 0jos, boca, y hendiduras branquiales
de gran tamafio; dientes triangulares y aserrados capaces de superar los 10 cm de
alto; un cuerpo robusto y fusiforme; dos aletas dorsales, siendo la primera
significativamente mas grande que la segunda; quillas precaudales; pigmentacion
oscura en la punta ventral de las aletas dorsales, y una aleta caudal heterocerca casi
simétrica (Compagno et al. 2005). La piel del tiburén blanco presenta un patrén de
“contracoloracion”, la parte dorsal es de tonos grisaceos a café oscuro, mientras que
la parte ventral tiene una tonalidad blanca (Compagno et al. 2005; Fig. 5). La talla
maxima registrada es de 6 m LT, aunque la longitud infinita calculada estima que

pueden superar los 700 cm (Caillet et al. 1985, Castro et al. 2012).
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Figura 5. Tiburén blanco C. carcharias en Isla Guadalupe, México.

La distribucibn de C. carcharias abarca todos los océanos templados y
subtropicales del mundo. Su principal distribucién se ubica en las latitudes 20-60° norte
y sur, aunque puede incursionar hacia regiones tropicales (Compagno et al. 2005; Fig.
6). Las caracteristicas bioticas y abidticas del océano, y sobre todo de sus sitios de
agregacion, permiten la supervivencia de las poblaciones de C. carcharias en estas
latitudes. Los sitios de agregacion del tiburén blanco poseen las condiciones
necesarias para la subsistencia de especies presa como pinnipedos (lobos marinos,
lobos finos, y elefantes marinos), cetaceos, cefaldopodos y peces 6seos (Gallo-
Reynoso et al., 2005; Walther-Mendoza et al 2013; Huveneers et al. 2018).

La presencia de colonias reproductivas, cardimenes, y demas agrupaciones de
sus presas, son factores relevantes que motivan las agregaciones de tiburdn blanco
alrededor del mundo. Algunos ejemplos de sitios de agregacion son las Farallon
Islands en Estados Unidos; Seal Island en Sudéafrica; Neptune Islands en Australia; y
Stewart Island en Nueva Zelanda. Estos sitios de agregacion se encuentran ubicados

sobre la plataforma continental; mientras que Isla Guadalupe en México, y la
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denominada Shared Offshore Foraging Area (SOFA), son los Unicos sitios de
agregacion con caracteristicas oceanicas al encontrarse fuera de la plataforma

continental.

NORTH . . EUROPF
AMERICA

AFRICA

SOUTH
AMERICA

Figura 6. Distribucion potencial de C. carcharias en color morado, con sus principales regiones de
ocurrencia en color amarillo (IUCN, 2022).

Los tiburones blancos son depredadores generalistas que participan en el
intercambio de materia y energia de los ecosistemas marinos donde se distribuyen
(Compagno et al. 2005, Kim et al. 2012). A su vez, representan una fuerza de seleccion
gue actia directamente sobre las poblaciones de las especies que depreda (Hull
2017).

Asi como otras especies de tiburones, los tiburones blancos pueden
comportarse como carrofiero bajo ciertas condiciones que involucran el consumo de
cadaveres de cefal6podos y mamiferos marinos (Long y Jones 1996, Ehret et al. 2009,
Kim et al. 2012, Fallows et al. 2013). En fases neonatales y juveniles, los tiburones
blancos se caracterizan por el consumo de peces 6seos y otros elasmobranquios
demersales. En etapas de maduracion sexual y fases adultas, su dieta se expande y
abarca grupos como cefal6podos, pinnipedos, odontocetos y misticetos (Compagno et
al. 2005, Kim et al. 2012, Dines y Gennari, 2020; Fig. 7). Estas presas con alto
contenido energético aportan nutrientes vinculados con su crecimiento, supervivencia

y reproduccion (Pethybridge et al. 2014).
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Figura 7. Grupos taxondémicos presentes en las interacciones tréficas del tiburdn blanco C. carcharias:
A) Phocidae; B) Otariidae; C) Cephalopoda ; D) Carangidae.

Ecologia espacial en el Pacifico Mexicano

A pesar de que existe registro de C. carcharias en diferentes regiones del Golfo
de California (Galvan-Magafa et al. 2010, Marquez-Farias et al. 2017, Becerril-Garcia
et al. 2019), la Reserva de la Biosfera Isla Guadalupe concentra el mayor nimero de
avistamientos de la especie (Domeier y Nasby-Lucas 2007, Hoyos-Padilla et al. 2016).
Esto se explica por los patrones migratorios descritos para C. carcharias en esta zona
del Pacifico; y a que Isla Guadalupe funciona como un sitio de agregacion donde las
abundancias relativas son altas (Domeier y Nasby-Lucas 2008).

Los estudios de telemetria satelital y acustica han permitido describir el
desplazamiento de individuos marcados en California y Baja California (Domeier y
Nasby-Lucas 2008, 2013). Los tiburones juveniles se desplazan desde zonas
continentales hacia sitios como Farallon Islands, el SOFA, o Isla Guadalupe. En este
altimo, los tiburones blancos juveniles pueden permanecer durante un periodo de 12-
14 meses con fines alimenticios y de maduracion sexual (Hoyos-Padilla et al. 2016).
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La agregacion de tiburones blancos en Isla Guadalupe comienza a inicios del
verano y finaliza hasta inicios de primavera (Domeier y Nasby-Lucas 2007, 2008). Su
presencia en la isla se ha relacionado con una evidente fidelidad al sitio, por lo que,
para fases maduras, se le considera como una agregacion estacional. Los machos
maduros arriban a Isla Guadalupe durante julio y agosto; mientras que las hembras
maduras se registran a finales de septiembre (Domeier y Nasby-Lucas 2007, 2008).

Ambos sexos permanecen hasta febrero en las inmediaciones de la reserva.

Al finalizar su estancia en Isla Guadalupe, los tiburones blancos comienzan su
migracion hacia el SOFA donde pueden permanecer durante febrero-junio (Domeier y
Nasby-Lucas 2008, 2013). En este periodo se ha reportado una segregacion sexual
entre los tiburones, por lo que las hipo6tesis que apuntan al SOFA como éarea de
reproduccion han sido rechazadas por algunos investigadores (Domeier et al. 2012,
Jorgensen et al. 2012). En este ambiente pelagico con mas de 300,000 km? de
extension, los tiburones blancos y otros depredadores marinos realizan migraciones
verticales (400-500 m), en lo que se ha sugerido como eventos de alimentacion
(Nasby-Lucas et al. 2009). Después de su estancia en el SOFA, algunos individuos se
dirigen hacia las aguas circundantes de Hawai, la costa de Baja California, o el Golfo
de California (Domeier et al. 2012). Las diferencias en las rutas individuales de los
tiburones marcados se han relacionado con necesidades especificas de su
maduracién sexual y la fase reproductiva de cada individuo (Kim et al. 2012,

Jorgenesen et al. 2012, Domeier et al. 2013).

Uso de héabitat en Isla Guadalupe

La agregacion de tiburén blanco en Isla Guadalupe ha sido estudiada mediante
diversas disciplinas; principalmente aquellas relacionadas con biogeografia y ecologia
marina. Como lo menciona el Instituto Nacional de Ecologia (2005), la presencia del
tiburén blanco ha sido registrada de manera directa e indirecta desde mediados del S.
XX por investigadores relacionados principalmente con el estudio de pinnipedos
(Collier et al. 1996, Gallo-Reynoso et al. 2004). Dichas observaciones proporcionaron
evidencia de interacciones tréficas relevantes entre los pinnipedos de la isla y los

tiburones blancos (Gallo-Reynoso y Figueroa-Carranza 1999, Gallo-Reynoso et al.
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2004), lo que inicialmente permitié sugerir a Isla Guadalupe como sitio de alimentacion

relevante para C. carcharias.

Los primeros estudios dirigidos al entendimiento de esta agregacion fueron
realizados por el Pfleger Institute of Environmental Research en el afio 2000, con el fin
de describir los movimientos de los tiburones blancos a partir de estudios de telemetria
satelital (Domeier y Nasby-Lucas 2008). Sus resultados permitieron conocer que los
tiburones permanecian en Isla Guadalupe hasta nueve meses, y que posteriormente
se desplazaban hacia zonas oceéanicas (Gallo-Reynoso y Blanco-Parra 2005, Domeier
y Nasby-Lucas 2008). En el afio 2001, el inicio de la actividad turistica fortalecio el
acceso de los investigadores y del publico general, al avistamiento subacuatico del
tiburén blanco (Becerril-Garcia, 2017). A partir de entonces, los estudios de telemetria
satelital y foto identificacion fueron clave para entender la estacionalidad, fidelidad al
sitio, y migraciones de los tiburones blancos en Isla Guadalupe (Domeier y Nasby-
Lucas, 2007, 2008). El conocimiento sobre el uso del habitat y la relevancia de este

sitio de agregacion fueron abordados posteriormente por investigadores mexicanos.

En el periodo del 2004-2007, el Instituto Politécnico Nacional, a través del
Centro Interdisciplinario de Ciencias Marinas (CICIMAR-IPN), comenzé estudios de
telemetria acustica para entender los movimientos locales de los tiburones blancos en
Isla Guadalupe. A diferencia de la telemetria satelital, la implementacion de una red de
telemetria acustica permitié describir el uso del habitat que los tiburones blancos
presentan durante su estancia en la isla. Dentro de las principales conclusiones, se
destacd la permanencia de tiburones blancos juveniles hasta por 14 meses; las
diferencias en el uso de habitat entre adultos y juveniles; la confirmacion de
depredacion hacia pinnipedos y otras presas potenciales; asi como un primer listado
de comportamientos sociales entre los tiburones blancos y su interaccion con otras
especies (Hoyos-Padilla, 2009, 2013, 2016, Walther-Mendoza et al. 2014). En el caso
del uso de habitat, los tiburones adultos evidenciaron una preferencia hacia aguas
profundas cercanas a las colonias de pinnipedos, mientras que los juveniles se

ubicaron en zonas someras cercanas a la costa (Hoyos-Padilla et al. 2016). El
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entendimiento de esta segregacion por talla plante6 las bases para fortalecer el

monitoreo gubernamental de esta especie.

En Isla Guadalupe, las interacciones troficas de C. carcharias han sido
abordadas mediante técnicas bioquimicas y fotograficas, las cuales, han incluido
analisis de is6topos estables (Jaime-Rivera et al. 2014, Le Crozier et al. 2020), acidos
grasos (Alderete-Macal et al. 2020), y foto identificacién (Hoyos-Padilla et al. 2013). A
pesar de los diversos enfoques, estas investigaciones coinciden en la relevancia
ecologica de la zona mesopelagica para la subsistencia del tiburén blanco en el
Pacifico Mexicano. No obstante, los estudios realizados no proporcionan informacion
ecoldgica basica referente al efecto de factores espaciales, ambientales y temporales
sobre la agregacion de tiburones blancos en esta isla.

Las interacciones tréficas mencionadas en estos estudios respaldan que la zona
mesopelagica - ubicada entre los 200 y 1000 m de profundidad- proporciona
condiciones necesarias para cubrir los requerimientos energéticos de juveniles y
adultos de C. carcharias, asi como de sus presas principales (Hoyos-Padilla et al.
2013, Jaime-Rivera et al. 2014, Alderete-Macal et al. 2020, Le Crozier et al. 2020).
Segun estos estudios y trabajos como el de Gallo-Reynoso et al. (2005), en Isla
Guadalupe las presas del tiburén blanco incluyen a pinnipedos (Arctophoca philippii
townsendi), cetaceos (Tursips truncatus, Ziphius cavirostris), elasmobranquios
(Prionace glauca, Myliobatis californica), peces 0seos (Seriola lalandi, Thunnus

albacares, Thunnus orientalis), y al calamar de Humboldt Dosidicus gigas.

Contexto reproductivo

Los tiburones blancos son peces viviparos aplacentarios que alcanzan la
madurez en periodos distintos dependiendo de su sexo, genética, salud, etc.
(Compagno et al. 2005). En general, se considera que los tiburones blancos maduran
sexualmente al superar 3.5-3.8 m de LT (= 26 afos) en machos, y 4.5-5.0 m LT en
hembras (= 33 afios; Bruce 1992, Pratt 1996, Natanson y Skomal 2015).

Estudios basados en observaciones realizadas en Australia, han clasificado las

etapas del ciclo de vida de C. carcharias segun su sexo y talla (Bruce y Bradford, 2012).
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Esta clasificacion detallada permite categorizar a los tiburones como: neonatos (< 1.75
m LT); juveniles (> 1.76-3.0 m LT); subadultos (machos 3.1-3.6 m LT; 3-4.8 m LT
hembras); y adultos (> 3.6 m LT; > 4.8 m LT hembras). Este sistema reconoce el
supuesto de que la maduracion sexual se refleja en tallas similares para las diferentes
poblaciones de tiburdon blanco. En el monitoreo cientifico de tiburones, el uso de una u
otra clasificacion - asi como la consideracion de los supuestos— dependera de los
objetivos del estudio, las preguntas cientificas a responder, y de la propia calidad de

los datos para cada categoria.

Como sucede en otras especies de tiburones, existe una segregacion sexual
durante el desarrollo ontogénico de C. carcharias (Klimley 1987, Robbins 2007,
Domeier y Nasby-Lucas 2012, Kock et al. 2013). En estas etapas, la maduracion
sexual de machos y hembras comienza en el hipotdlamo con la secrecion de la
hormona liberadora de las gonadotropinas (GnRH) para continuar su camino dentro
del eje hipotalamo-hipofisis-gonadal (Idler, 2012; Awruch, 2013). De esta forma, la
GnRH tiene efecto en la hipofisis y provoca la secrecién tanto de la hormona
luteinizante (LH), como de la hormona foliculo estimulante (FSH). Ambas son
transportadas por el sistema circulatorio hacia las gonadas, donde comienza la
maduracion de los gametos y el proceso de esteroidogénesis (Callard et al. 1989).
Debido a que este patron se ha observado en la mayoria de los vertebrados, se piensa
gue este mismo mecanismo es el responsable de la maduracion sexual en tiburones y

rayas.

Algunos estudios recientes sugieren que la hormona Kiss 1 y su receptor
GPR54 estan relacionados con la secrecion de GnRH por efecto de sefales
ambientales y metabolicas en especies tanto marinas como terrestres (Tena-Sempere
2006, Nakajo et al. 2017). De esta manera, los diferentes periodos de exposicion a
ciertas temperaturas y luz solar resultan relevantes para la regulacion e inicio de
fendmenos fisiolégicos en vertebrados. No obstante, los resultados cambian segun el
grupo taxondmico. Debido a la escasez de estudios, aun resulta dificil definir un patrén
especifico para las rutas hormonas en las diferentes especies de elasmobranquios
(Becerril-Garcia et al. 2020a).
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De manera general se ha observado que algunas hormonas como la
progesterona (P4), testosterona (T), 11-ketotestosterona (11-KT), y corticosterona
(CORT) tienen un efecto anabdlico en machos de tiburones y rayas. Esto motiva el
desarrollo de testiculos, ductos reproductivos, glandulas seminales y gonopterigios
(Rassmusen y Gruber 1993; Manire et al. 1999, Sulikowski et al. 2005, Manire et
al.2007, Lyons y Wynne-Edwards 2019; Fig. 8). En las hembras, la regulacion de la
energia y el estrés generado por el crecimiento, se relacion con la secrecién de la 11-
deoxicorticosterona (DOC), 11-dihidrocorticosterona (11-DHC), y CORT; mientras que
el estradiol (E2) es la principal hormona vinculada con la sintesis de vitelogenina y
otros cambios relevantes durante la gestion (Di Prisco et al. 1967, Prisco et al. 2008,
Pelletier 2010, Lyons y Wynne-Edwards 2019, Gelsleichter y Evans, 2012). En algunas
especies, el desarrollo de las glandulas oviductales esta vinculado con la hormona 11-
KT. Dichas esteroides en conjunto con multiples reacciones, regulan la fisiologia de
machos y hembras durante sus etapas de crecimiento y segregacion sexual (Koobet
al. 1986, Heupel et al. 1999; Manire et al. 1999, Tricas et al. 2000, Henningsen et al.
2008; Fig. 9).
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{ = = — = Pituitary gland
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Sistema reproductor durante la maduracion
LH y FSH. Sintesis de T, P4 y E2

T, P4, 11-KT, CORT - Crecimiento de testiculos,
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Maduracion de gametos y esteroidogénesis

~ ~ Sistema reproductor en organismos maduros

Figura 8. Modelo general de la endocrinologia de condrictios machos en términos de hormonas
esteroides y biologia reproductiva. Abreviaturas: GnRH, hormona liberadora de gonadotropina; LH,
hormona luteinizante; FSH, hormona estimulante del foliculo; E2, 173-estr17B-estradiol; T, testosterona;
P4, progesterona; DHT, 5a-dihidrotestosterona; 11-KT, 11 cetotestosterona; CORT, corticosterona; A4,

androstenediona; DOC, 11 desoxicorticosterona; 3a-diol, 5a-androstano-3a, 173-diol.
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Figura 9. Modelo general de la endocrinologia de condrictios hembra en términos de hormonas
esteroides y biologia reproductiva. Abreviaturas: GnRH, hormona liberadora de gonadotropina; LH,
hormona luteinizante; FSH, hormona estimulante del foliculo; E2, 17B-estr estradiol; T, testosterona;
progesterona (P4); DHT, 5a-dihidrotestosterona; 11-KT, 11 cetotestosterona; CORT, corticosterona; A4,
androstenediona; 17-OHP, 17-hidroxiprogesterona; E1, estrona; E3, estriol; E, cortisona; F, cortisol; S,
11-desoxicortisol; DHP, dihidroprogesterona; DOC, 11 desoxicorticosterona; 11KA4, 11-
cetoandrostenediona; 3a-diol, 5a androstano-3a, 17f3-diol; 17P5, 17 hidroxipregnenolona; 11-DHC, 11-

deshidrocorticosterona.
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Una vez que se generan estas sefiales hormonales en los tiburones adultos y
subadultos, se piensa que las agregaciones estacionales, predecibles, y sincrénicas
pueden estar motivadas por sus necesidades reproductivas, lo que permite sus
temporadas de apareamiento (Hamlett 2005). Durante las fases previas al
apareamiento, la esteroidogénesis de T, dihidrotestosterona (DHT), DOC, A4
(androstenediona) y 3a-diol (5a-androstane-3a,17f3-diol) juegan un papel clave en la
espermatogénesis, movilidad y transportacion de gametos, secrecion de liquido
seminal, y almacenamiento de reservas espermaticas (Rassmusen y Gruber 1993,
Manire et al. 1995, Garnier et al 1999, Sulikowski et al. 2004, 2005, Manire et al. 2007,
Mull et al. 2010). En las hembras, un incremento de P4, estrona (E1), y A4, junto con
CORT y 11-keto-androstenediona (11KA4) permite la regulacion de energia necesaria
para el proceso de apareamiento y recepcion de gametos masculinos previo a la
fecundacion del ovocito en la glandula oviductal (Di Prisco, Vellano y Chieffi 1967,
Koob et al. 1986; Sulikowski et al. 2004, Sheldon et al. 2018). De acuerdo con este
patron general y a partir de la evidencia, el incremento en la P4 actda como inhibidor
del E2, lo que resulta en la reduccion en la sintesis de vitelogenina y posiblemente la
finalizacion de procesos embrionarios en algunas especies de tiburones y rayas
(Tsang y Callard 1987, Tricas et al. 2000, Prisco et al. 2008, Mull et al. 2010).

En tiburones lamniformes (orden taxonémico al que pertenece C. carcharias),
se ha observado que los comportamientos previos a la cépula y durante el
apareamiento que involucran interacciones de multiples machos interesados en una
hembra receptiva (Carrier et al. 2004, Hamlett 2005). Bajo el espectro de las
segregaciones sexuales y las agregaciones reproductivas, el apareamiento de los
tiburones es antecedido por un cortejo violento que define una seleccién tanto sexual
como natural (Gordon 1993, Parsons et al. 2008, Pratt y Carrier 2001, Kajiura et al.
2000). El cortejo incluye conductas agresivas entre machos y hacia las hembras, asi
como de las hembras en respuesta ante mordidas de los machos (Carrier et al. 1994,
Pratt et al. 2001). Estas conductas se basan en la estimulacion de hembras receptivas
a partir de multiples mordidas provocadas por los machos; las cuales, son indicadores
de actividad copulatoria en estudios con individuos capturados o foto-identificados
(Kaijura et al. 2000, Ritter y Amin 2019). Se ha sugerido que hormonas como la DHT
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y CORT motivan la receptividad sexual en hembras; mientras que el conjunto de
ambas hormonas con la T4 motiva conductas de apareamiento en los machos
(Rassmusen y Gruber 1993, Manire et al. 1995, Garnier et al. ,1999 Manire et al. 2007,
Mull et al. 2010). Debido a su rareza, estas conductas no han sido observadas en la
mayoria de las especies de tiburones, sin embargo, se piensa que existe un patron

similar debido a las similitudes corporales y reproductivas (Compagno et al. 2005).

Al finalizar el apareamiento, la ovulacién puede suceder en un periodo tan largo
como 90 dias, debido a que los espermatéforos del macho pueden sobrevivir este
periodo dentro de las hembras (Hamlett 2005). Algunos estudios en condiciones
controladas han observado que los gametos masculinos pueden activarse después de
dicho periodo, al exponerse a temperaturas ligeramente méas calidas de
aproximadamente 5 °C (Hamlett 2005). Esto coincide con algunas inferencias
propuestas por investigadores australianos que analizaron la segregacion sexual de
hembras maduras potencialmente embarazadas hacia aguas mas calidas (Robbins
2007). Estos movimientos podrian estar vinculados con estimulos ambientales y
condiciones favorables para el metabolismo de hembras embarazadas durante el
desarrollo de sus embriones, sobre todo si se consideran hallazgos recientes como el
papel de la Kiss1 (Tena-Sempere 2006, Nakajo et al. 2017). La fecundidad del tibur6n
blanco se ha estimado en un rango de 2-15 embriones por camada (Compagno et al.
2005), aunque la informacion disponible es altamente limitada y comprende pocos
estudios realizados en hembras prefiadas capturadas de manera incidental (Francis,
1996; Uchida et al. 1996, Sato et al. 2016).

La gestacion del tiburén blanco contindia con la implantacion de los embriones
en los dos uteros de la hembra embarazada (Francis 1996, Uchida et al. 1996, Sato et
al. 2016). Inicialmente, los embriones se encuentran encapsulados y se alimentan
mediante el consumo de vitelo o lecitotrofia, mientras que el Gtero secreta nutrientes
lipidicos parecidos a la trofonemata -también conocida como leche uterina- de sus
parientes batoideos (Hamlett et al. 2005, Sato et al. 2016, Tomita et al. 2022). En
lamniformes como C. taurus, el periodo de lecitotrofia tiene una duracion de 50 dias,

mientras que la alimentacion de los nutrientes lipidicos sucede en el periodo de los 51-
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100 dias (Hamlett 2005). Después de este periodo, la nutricion de los embriones de
tiburén blanco se complementa al proporcionar ovocitos no fecundados como alimento
dentro de los uteros (Hamlett 2011). Esta estrategia llamada “oofagia”, permite
completar el desarrollo de los embriones en un periodo de gestacion de al menos 18
meses (Hamlett 2011, Domeier et al. 2012). En el Pacifico Nororiental, se ha reportado
que las crias nacen durante el periodo de mayo-agosto en zonas costeras de California
y Baja California (Domeier et al. 2012). Los juveniles permanecen hasta alcanzar fases
juveniles (>2.5 m LT). La talla minima de nacimiento reportada a la fecha es de 1.06
m LT, perteneciente a un ejemplar capturado incidentalmente cerca de las costas de

Tijuana, Baja California, México (Santana-Morales et al. 2020).

Investigacion sobre la reproduccion del tiburén blanco en Isla Guadalupe

Los estudios sobre la reproduccion del tiburén blanco durante su estancia en
Isla Guadalupe han sido explorados Unicamente por Sulikowsky et al. (2012). En dicho
trabajo preliminar, los autores utilizaron radioinmunoensayos para cuantificar tres
hormonas esteroides -testosterona, progesterona y estradiol- en muestras sanguineas
de nueve tiburones adultos. En las hembras (462-495 cm LT), los niveles de estradiol
y progesterona presentaron un rango de concentracion de 248-1,826 pg/mL y 210-593
pg/mL, respectivamente. En machos, las concentraciones de testosterona presentaron
un rango de 2,519-7,484 pg/mL.

El bajo nUmero de muestras obtenidas durante los dos afios de muestreo no
permitid6 realizar mayores conclusiones sobre la reproduccion de la especie
(Sulikoswky et al. 2012). Adicionalmente, este trabajo no presente indicadores de
calidad tales como los porcentajes de recuperacion de hormonas, ni puntos de
comparacion entre sexos al no realizar la medicién de las mismas hormonas esteroides
en machos y hembras (Becerril-Garcia et al. 2020a). No obstante, existieron
observaciones valiosas como el registro de espermatoforos en algunos de estos
machos, asi como la deteccion de estradiol y progesterona en las hembras durante
octubre y noviembre. Estos hallazgos constituyeron un paso importante para sugerir
métodos no letales, pero invasivos, para el analisis de la reproduccion de tiburones
blancos (Sulikowsky et al. 2012).
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JUSTIFICACION

En Latinoamérica, la investigacion sobre la historia de vida, ecologia, e impacto del
turismo son prioridades para la conservacion de los condrictios; especialmente,
aquellas especies amenazadas por la extincion (Becerril-Garcia et al. 2022). El tiburén
blanco C. carcharias es una especie clave en los ecosistemas costeros y pelagicos
donde se distribuye, al ser un taxon relevante en la regulacion de las poblaciones que
depreda dentro de las redes troficas donde interactia (Compagno et al. 2005). El
tiburon blanco es un depredador tope vulnerable (IUCN, 2022), ya que sus
caracteristicas biolégicas favorecen su susceptibilidad a los impactos antropogénicos
y climéticos actuales (SEMARNAT, 2020). En México, se le considera una especie
amenazada y protegida, por lo que su aprovechamiento esta limitado a actividades no
extractivas (DOF 2006, 2010). A pesar de ser una especie carismatica, su
aprovechamiento turistico solo se realiza en cinco paises del mundo (Huveneers et al.
2018). Dentro de estos paises, México es el Unico que cuenta con un sitio de
agregacion oceanico de tiburones blancos dentro de su zona econdémica exclusiva, el
cual, esta ubicado en la Reserva de la Biésfera Isla Guadalupe (DOF 2006b, Cisneros-
Montemayor et al. 2020). El buceo en jaula se realiza desde el afio 2001 en dicha
reserva; sin embargo, existe poca informacion sobre pardmetros clave para la
evaluacion del estado de su poblacién, asi como para su manejo a partir de bases
ecolégicas y reproductivas (Huveneers et al. 2018). Prueba de ello, es el
desconocimiento de sus tendencias poblacionales, ciclo reproductivo, interacciones
ecoldgicas y repuesta al cambio climatico, importancia del sitio de agregacién, entre
otros (Meza-Arce et al. 2020). Adicionalmente, no se han desarrollado métodos poco
invasivos para avanzar en el conocimiento reproductivo ni para eficientizar el uso de
biopsias. Los estudios reproductivos realizados en la reserva han requerido de
técnicas altamente invasivas (Sulikowski et al. 2012), que han sido relacionadas con
dafos a la salud de los tiburones (Musyl y Gilman 2019, Mohan et al. 2020, Weber et
al. 2021). El desarrollo de nuevas metodologias para actualizar parametros ecoldgicos,
demograficos y reproductivos es necesario, ya que permitira complementar acciones
de manejo y favorecer las direcciones de investigacién de esta especie clave en los

ecosistemas marinos mexicanos (Huveneers et al. 2018, Rigby et al. 2021).
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Conocer la abundancia estacional, preferencias ambientales e interacciones
ecoldgicas; asi como desarrollar un método poco invasivo para estudiar la
endocrinologia reproductiva del tiburon blanco Carcharodon carcharias mediante
biopsias de piel y LC-MS/MS en Isla Guadalupe, México.

OBJETIVOS PARTICULARES

Estimar la abundancia de tiburones blancos durante la temporada turistica en

la Reserva de la Bidsfera Isla Guadalupe, México.

Conocer las preferencias espaciales, temporales y ambientales de los tiburones
blancos segun su madurez sexual durante la temporada turistica en Isla Guadalupe,

México.

Inferir interacciones ecoldgicas entre tiburones blancos y presas potenciales a

partir del proceso de foto-identificacion.

Desarrollar un método poco invasivo para el estudio de la fisiologia reproductiva

del tiburdn blanco a partir del andlisis en especies comerciales.

Obtener paneles con perfiles hormonales de > 3 hormonas esteroides en piel
de tiburdn blanco.
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MATERIALES Y METODO

Area de estudio

Isla Guadalupe esta ubicada dentro de la Reserva de la Biosfera Isla
Guadalupe, a 241 km al oeste de Baja California, en el Pacifico Mexicano (29 ° 00 'N,
118 ° 26' W; Fig. 10). Esta isla volcénica es el nucleo de esta ANP, y presenta una alta
diversidad tanto terrestre como marina, incluyendo cetaceos, pinnipedos,
elasmobranquios, peces 0seos, invertebrados y algas marinas (Gallo-Reynoso et al.,
2005). Dentro de estos grupos, destacan especies de importancia comercial como la
langosta roja (Panulirus interruptus), abulén (Haliotis spp), tunidos (Thunnus spp) y
jureles de Castilla (S. lalandi); asi como especies amenazadas como los albatros de
Laysan Phoebastria immutabilis y patas negras Phoebastria nigripes, el zifio de cuvier
Ziphius cavirostris, el elefante marino del norte Mirounga angustirostris, el lobo fino de
Guadalupe Arctophoca philippii townsendi, el caballito de mar Hyppocampus ingens,
entre otros (Gallo-Reynoso et al., 2005; Walther-Mendoza et al 2013; Céardenas-
Hinojosa et al. 2015; Becerril-Garcia et al. 2018). El tiburén blanco es una de las
principales especies de tiburones presentes en la isla, y cumple un rol relevante en el
equilibrio ecolégico y econémico de los sectores que conforman la reserva de la
biosfera (Meza-Arce et al. 2020).
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Figura 10. Ubicacién y batimetria de Isla Guadalupe, Baja California, México. El recuadro rojo sefiala la
bahia Rada Norte, area de estudio de la presente tesis. Tomada de Becerril-Garcia et al. (2020d).

En esta zona, las condiciones oceanograficas estan altamente influenciadas por
el sistema de la corriente de California; el cual, genera surgencias locales que aportan
agua con temperaturas frias y ricas en nutrientes (Pierson, 1987). La isla tiene una
longitud de 35 km de largo y 9.5 km de ancho; presenta una orientacion norte-sur y
profundidades que superan los 4,000 m (Gallo-Reynoso & Figueroa-Carranza 2005a).
El paisaje marino de la isla estd dominado por fondos arenosos, arrecifes rocosos, y
bosques de algas (Yabur-Pacheco, 2015). El viento del norte es predominante durante
todo el afio (Strub et al.1987). La TSM promedio es de 18 °C, con oscilaciones
estacionales entre 16-20 °C y maximos de 25°C (Lynn & Simpson 1987, Gallo-
Reynoso & Figueroa-Carranza 2005a). Las mareas son semidiurnas, con amplitud de
3 m. En gran parte de la isla y en las primeras capas superficiales, la visibilidad del
agua es de 20-30 m durante casi todo el afio (Gallo-Reynoso & Figueroa-Carranza
2005a, Becerril-Garcia et al. 2019c).

Consideraciones metodoldgicas generales

La mayor actividad turistica de la temporada de avistamiento de tiburdn blanco
en Isla Guadalupe sucede durante agosto-noviembre. El presente estudio se realiz6 a
bordo de las seis embarcaciones de buceo que visitaron la Bahia Rada Norte durante

las temporadas 2012, 2013 y 2014, en un total de 92 dias. Todos los barcos que
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participaron en este estudio estaban equipados con dos jaulas de superficie y anclados

a 200-250 m de la costa, en una profundidad de 70-80 m.

La presencia o ausencia de tiburones blancos se registré utilizando el nimero
de avistamientos durante un monitoreo constante que, en promedio, duré ocho horas
diarias entre las 0700 y las 1700 h. No obstante, el inicio del monitoreo de cada dia
dependié del cronograma de las embarcaciones y su hora de llegada a la isla. Un
avistamiento se defini6 como la observacion de uno o mas tiburones blancos

detectados en superficie (0-3 m) a una distancia aproximada de 10 m del atrayente.

La LT se estimé mediante la comparacion de la longitud de las jaulas con la
longitud de cada tiburén al momento de acercarse horizontalmente, en paralelo y cerca
de la jaula. El sexo se determiné por la presencia o ausencia de gonopterigios, lo cual,
fue confirmado mediante la observacion de fotografias submarinas. Los machos con
una LT >3.5mylas hembras conuna LT > 4.5 m se consideraron ejemplares maduros
(Compagno et al., 2005). Para mantener el sesgo de las estimaciones, todos los datos

fueron obtenidos por el mismo observador.

La foto identificacién de los tiburones fue realizada por un solo investigador
(EEBG) mediante la deteccion de patrones de pigmentacion, mutilaciones, cicatrices,
marcas recientes y antiguas en el cuerpo, asi como cualquier otra caracteristica visible
en cada tiburén blanco (Domeier & Nasby-Lucas, 2007, 2008; Fig. 11). La decision de
utilizar a un solo observador para el monitoreo e identificacion de los tiburones permitié
delimitar el sesgo hacia una persona. El marcaje y recaptura de cada tiburén blanco
observado se realiz6 mediante el uso de fotografias submarinas obtenidas por los

investigadores y por el material proporcionado por los turistas.
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Figura 11. Zonas corporales utilizadas para analisis de patrones de pigmentaciéon durante la foto-
identificacién de C. carcharias.

CAPITULO I. ESTIMACION DE ABUNDANCIA DURANTE LA TEMPORADA
TURISTICA

Resumen

El objetivo del presente capitulo es proporcionar una estimacion del niamero de
tiburones blancos C. carcharias que interactian estacionalmente con embarcaciones
turisticas en Isla Guadalupe. Para tal fin, se utilizd el método Schnabel de marcaje-
recaptura a partir de un total de 6,316 registros de tiburones blancos obtenidos durante
2012-2014. Los resultados de la estimacion reflejan una abundancia estacional de 78
tiburones blancos 95% I.C. (62.1, 105.6) durante la temporada turistica (agosto-
noviembre). En aspectos de manejo, se sugiere que las regulaciones sobre el nimero
de turistas, embarcaciones y el monitoreo de tiburones blancos sean reevaluadas con
el fin de mejorar las regulaciones pertinentes a la conservacién y uso sostenible de

esta especie amenazada.
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Introduccién

En el Pacifico Tropical Oriental, la presencia de tiburones blancos C. carcharias
se ha registrado en el noroeste de la Peninsula de Baja California, el Golfo de California
y principalmente, en la Reserva de la Biosfera Isla Guadalupe (Becerril-Garcia et al.,
2019a; Galvan-Magafia et al., 2010; Hoyos-Padilla et al., 2016; Santana-Morales et al.,
2020). En esta isla oceanica, la presencia estacional de tiburones blancos y las
condiciones oceanograficas durante agosto-noviembre han permitido el desarrollo de
una industria de buceo en jaula desde el afio 2001 (Becerril-Garcia et al., 2019b). Esta
actividad genera una derrama econOomica en la region, ademas de proporcionar
empleos en las empresas privadas de buceo provenientes de Canada, Estados Unidos

y México (Cisneros-Montemayor et al., 2020).

El reconocimiento de Isla Guadalupe como un sitio de agregacion relevante para
el tiburon blanco, asi como la vulnerabilidad intrinseca de esta especie (baja
fecundidad, madurez tardia, crecimiento lento), motivé una veda en México desde el
aflo 2005. En esta region del Pacifico Oriental, la proteccion del tiburén blanco
comenzé en Estados Unidos en 1994 (DOF, 2007; Lowe et al., 2012). En las aguas
circundantes de California Central y Baja California, algunas estimaciones
poblacionales han sugerido un niumero bajo de tiburones blancos maduros (139-275
individuos; Chapple et al., 2011). No obstante, otros estudios han proporcionado
evidencia de un tamafio de poblacion significativamente mayor (> 2,000 individuos) al
incluir ejemplares tanto maduros como inmaduros (Burgess et al., 2014). A pesar de
estos esfuerzos, existe poca informacion acerca de la abundancia de esta especie en
el Pacifico Mexicano. Este rezago se debe a que la obtencién de datos biologicos esta
limitada a registros ocasionales y depende ampliamente de los fondos disponibles para
estudiar areas oceanicas alejadas de la costa (>200 km) como Isla Guadalupe

(Huveneers et al., 2018).

En México, el capitulo de libro publicado por Sosa-Nishizaki et al. (2012) es la
Gnica referencia que ha estimado el numero de tiburones blancos a partir de datos
obtenidos durante 2001-2009. Dichos autores estimaron un nimero de superpoblacién
de 120 tiburones blancos (51 = 2.7 E.S. machos; 69 + 1.6 E.S. hembras) y una
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estimacion poblacional anual que oscilé entre 28-49 para los machos, y entre 21-36
para las hembras. Sin embargo, no hay informacion publicada sobre la cantidad de
tiburones blancos después de dicho periodo, ni tampoco existen estimaciones sobre
su abundancia durante las actividades de buceo en jaula (Huveneers et al., 2018). El
objetivo del presente capitulo fue estimar el nimero de tiburones blancos que
interactdan con el turismo de buceo en jaula en Isla Guadalupe a través de un enfoque
precautorio, con el fin de brindar informacion atil para el manejo de esta especie
amenazada en la zona mas importante del continente americano para su
aprovechamiento sostenible (Cisneros- Montemayor et al., 2020; Huveneers et al.,
2018).

Materiales y método

El nUmero de tiburones blancos que interactuaron con el turismo se estimé con
el método Schnabel de marcaje-recaptura mediante el proceso previo de foto-
identificacion (ver consideraciones generales) asi como del seguimiento de los
individuos registrados fotograficamente o “marcados” (Krebs, 2014; Seber, 1982). Este
meétodo sigue los supuestos de que el tamafio de la poblacion es constante al no
presentar reclutamiento ni pérdidas, que el muestreo es aleatorio y que todos los
individuos tienen la misma oportunidad de ser capturados en cualquier muestra (Krebs,
2014). Aunque generalmente se aplica para poblaciones cerradas, el método de
Schnabel permite otorgar un enfoque conservador y precautorio, con el fin de no
sobreestimar la cantidad de tiburones blancos que interactian con el turismo y sugerir
medidas adecuadas a partir de una estimacion conservadora. Asumir que una
poblacién es cerrada tiende a subestimar la abundancia total, dado que no considera
a los individuos migratorios que entran y salen del area de estudio. De esta manera,
los resultados de este capitulo no deben considerarse como una estimacion
poblacional, sino mas bien, como una estimacion de abundancia estacional con fines
de ordenacién y manejo (Meza-Arce et al. 2020, Santana-Morales et al. 2021. Becerril-
Garcia et al. 2022). Esta decision estuvo basada en la evidencia existente de una
poblacion abierta de C. carcharias en el Pacifico nororiental (Burgess et al., 2014;
Domeier & Nasby-Lucas, 2007; Sosa-Nishizaki et al., 2012). A pesar de esto, el
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cumplimiento de los supuestos del método Schnabel (muestreo aleatorio; igual
probabilidad de captura) se analizé mediante un analisis de regresion lineal de la
proporcién de individuos recapturados (Rt) y marcados (Ct) en la muestra t sobre el
namero acumulado de individuos marcados (Mt), segun lo indicado por Krebs (2014).
En esta prueba, la grafica de regresion resultante sera lineal si se cumplen estos
supuestos; no obstante, dicha grafica se volvera curva debido a una disminucion en la
proporcién Rt/Ct y que reflejaria la violacion de dichos supuestos (Krebs, 2014).
Adicionalmente, se utilizd una aproximacion a la normal de Seber (1982) para calcular
los intervalos de confianza, ya que el nimero de individuos recapturados fue mayor a
50. Las férmulas utilizadas para estimar la abundancia de tiburones blancos y los

intervalos de confianza fueron las siguientes:

X (CeMy)

N 1
X R N

donde N es la estimacion del namero de tiburones blancos; C: es el niumero de
individuos marcados en la muestra t; R es el niUmero de recapturas en la muestra t; M
es el numero de individuos marcados antes de la muestra t; t; es el valor de la tabla t
de Student para los porcentajes de limite de confianza (100-alfa); E.S. es el error

estandar de 1/N.

Resultados

Un total de 71 tiburones blancos fueron identificados durante los tres afios del
estudio a partir del analisis de 6,316 registros. De estos individuos, 52 tiburones fueron
identificados como machos (19 maduros; 33 inmaduros) y 19 como hembras (15
maduras; 4 inmaduras). La proporcion sexual resultante de esta muestra fue de
2.7M:1F. El método de Schnabel permitié estimar una abundancia estacional de 78.17
tiburones blancos, con intervalos de confianza (IC) 95% de 105.6 tiburones como limite

superior y 62.1 tiburones como limite inferior (Tabla 1).

Tabla 1. Datos de marcaje-recaptura utilizados para la estimaciéon de abundancia de tiburén blanco C.
carcharias mediante el método Schnabel en Isla Guadalupe (2012-2014). Abreviaturas: total de
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individuos marcados en la muestra t (Cy); recapturas en la muestra t (Rt); nimero de individuos marcados
antes de la muestra t (My).

Mes C R Individuos M CM:
nuevos

Sep-12 17 0 17 0 -
Oct-12 31 7 24 17 527
Ago-13 11 9 2 41 451
Sep-13 20 13 7 43 860
Oct-13 21 12 9 50 1050
Nov-13 3 2 1 59 177
Ago-14 13 8 5 60 780
Sep-14 7 5 2 65 455
Oct-14 13 10 3 67 871
Nov-14 11 10 1 70 770
Total 147 76 71 472 5941

Para la confirmacion de los resultados, el andlisis de regresion lineal mostro que
se cumplieron los supuestos del método Schnabel (R?=0.8054, P = 0.0004; Fig. 12).

Proporcion Rt / Ct
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02

y=0.0109x + 0.0818
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Figura 12. Regresién lineal del numero acumulado de tiburones blancos marcados (Mt) frente a la
proporcién de individuos recapturados y marcados (Rt/Ct) utilizada para determinar el cumplimiento de
los supuestos del método Schnabel. Abreviaturas: individuos marcados en la muestra t (Ct); recapturas

en la muestra t (Rt); nimero de individuos marcados antes de la muestra t (Mt).

Discusioén

Los depredadores tope suelen presentar bajos niumeros poblacionales debido

a la disponibilidad de presas y los requisitos energéticos necesarios para mantener
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depredadores clave en ecosistemas saludables (Heithaus et al., 2008; Smee, 2012).
En el presente capitulo, estimamos una abundancia estacional de menos de 100
tiburones blancos en interaccién con el turismo en Isla Guadalupe. Si bien esta no es
una estimacion poblacional, sino una estimacion de abundancia enfocada al manejo
del recurso durante su interaccion con actividades humanas, el hecho de conocer la
cantidad de tiburones que interactian con el turismo puede apoyar en mejorar las
decisiones de conservacion. Al fijar un punto de comparacion, estos resultados
permiten evaluar la efectividad de las regulaciones aplicadas en décadas anteriores
(Huveneers et al., 2018; Meza-Arce et al., 2020).

Historicamente, las estimaciones poblaciones de tiburén blanco en Isla
Guadalupe han mostrado valores similares antes y después de la creacion de la
Reserva de la Bidsfera y de la veda de tiburon blanco implementada desde el 2005
(DOF, 2007). Antes de este afio, el nUmero de tiburones blancos reportado para Isla
Guadalupe era de 73 tiburones (Domeier y Nasby-Lucas, 2007), con un nimero que
oscilaba entre 68 y 85 individuos segun las observaciones realizadas posteriormente
durante 2006-2009 (Sosa-Nishizaki et al., 2012). En la presente estimacion (2012-
2014), el namero estimado fue de 78 tiburones; nueve afos después de la proteccion
otorgada por el gobierno mexicano. Si bien esto puede ser interpretado como un signo
de estabilidad, el andlisis de los datos de afios siguientes permitird evaluar la
efectividad de la proteccion de los tiburones blancos. Estas consideraciones son
especialmente relevantes a la luz de la creciente presién antropogénica al aumentar el
namero de embarcaciones, buzos y viajes de buceo desde el afio 2005 (Cisneros-
Montemayor et al., 2020). En estas instancias, los estudios de capacidad de carga
resultaran esenciales para el control de los operadores de embarcaciones en la zona,
ya gque se carece de acciones normativas para soportar la presencia simultanea de
hasta 10 embarcaciones de buceo (Torres-Aguilar et al., 2015). Ademas de los
estudios relacionados con los posibles efectos negativos del turismo, es necesario
regular y programar el nimero maximo de embarcaciones en la zona, ya que esto
permitiria mejorar el turismo y reducir la presién antropogénica sobre el tiburén blanco
(Meza- Arce et al., 2020; Becerril-Garcia et al., 2020). A la luz de estos resultados y

durante la realizacion de esta tesis, fue posible participar en el desarrollo del primer
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estudio de capacidad de carga para esta especie, en donde se estimd un numero
maximo de 10 embarcacionesy se fijo un ideal de seis barcos tipo liveaboard (Santana-
Morales et al., 2021). De seguirse las recomendaciones planteadas en este articulo,
tales como la implementacion de un calendario de buceo, incremento en las
capacidades de los guardaparques y la delimitacion de embarcaciones, se favorecera
el aprovechamiento y conservacion de esta especie en la zona (Santana-Morales et
al., 2021).

La proteccion internacional y nacional de esta especie por parte de México y
Estados Unidos podria explicar el numero similar de tiburones registrado en este
capitulo, en comparacion con andlisis previos (Sosa-Nishizaki et al., 2012; Torres-
Aguilar et al., 2015). Los modelos con supuestos de poblacion cerrada, como el
método de marcaje-recaptura de Schnabel, han dividido opiniones en el pasado, ya
que ciertas decisiones de manejo pueden afectar actividades economicas si se
imponen nuevas restricciones a raiz de una estimacion con un bajo numero de
individuos (Burgess et al., 2014). No obstante, una estimacion conservadora es
importante para garantizar que las decisiones de gestion se tomen con un enfoque
precautorio; sobre todo, en ambientes oceénicos con limitaciones logisticas, pero con
amplio interés para la soberania nacional, como Isla Guadalupe. Ademas, la
estimacion proporcionada en el presente capitulo es consistente con estimaciones
previas de tiburones blancos en Isla Guadalupe y podria usarse, en conjunto, como
una linea de base para futuros estudios (Domeier & Nasby-Lucas, 2007, 2008; Sosa-
Nishizaki et al., 2012; Santana-Morales et al., 2021).

Las futuras direcciones de la investigaciéon en temas demograficos deberan
incluir datos de un periodo mas amplio, junto con la combinacion de métodos de
seguimiento como el marcado satelital, genética y técnicas de marcaje-recaptura para
individuos maduros e inmaduros de areas costeras (Hoyos-Padilla et al., 2016;
Santana-Morales et al., 2020). Estos estudios pueden proporcionar informacion sobre
las tendencias poblacionales en Isla Guadalupe y otras zonas prioritarias, asi como los
efectos de las actividades humanas y el cambio climatico sobre esta especie

amenazada (Cavole et al., 2016; Huveneers et al., 2018; Santana-Morales et al., 2021).
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Ademas, la inclusién de datos gubernamentales del monitoreo estacional podria
brindar una perspectiva mas amplia sobre la demografia de esta especie en el Pacifico
Oriental, la cual, recientemente ha mostrado un incremento de individuos juveniles que
podria traducirse en un mayor reclutamiento (Santana-Morales et al., 2021). La
inclusion de tiburones inmaduros dentro de los andlisis demograficos debera, ademas,
considerar la informacion de las areas de crianza tales como la costa de California y
Baja California para generar una estimacion confiable sobre el estado de la poblacién
a nivel regional (Lowe et al., 2012; Santana-Morales et al, 2020).
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CAPITULO Il. PREFERENCIAS AMBIENTALES, ESPACIALES, Y TEMPORALES

Resumen

Isla Guadalupe, Baja California, México, es uno de los sitios de agregacion de tiburon
blanco Carcharodon carcharias mas importantes en el Pacifico Oriental. Desde 2001,
el buceo en jaula se realiza en las aguas circundantes de esta isla, principalmente
durante los meses de agosto a noviembre. No obstante, el conocimiento sobre los
factores que motivan esta agregacion estacional y su permanencia durante el turismo
es escaso. El propdsito de este capitulo fue describir la probabilidad de ocurrencia de
tiburones blancos en relacion con factores espaciales, temporales y ambientales en
Isla Guadalupe. Para este fin, se utilizaron modelos aditivos generalizados (GAMSs) que
permitieron describir el efecto de la temperatura superficial del mar, visibilidad, marea,
fase lunar, nubosidad, hora del dia y ubicacién en la presencia del tiburén blanco. Los
GAMs se generaron a partir de un conjunto de 6,266 avistamientos de tiburones
blancos, los cuales, se clasificaron en una de las siguientes categorias: machos
inmaduros, machos maduros, hembras inmaduras y hembras maduras. Se identifico
una segregacion sexual relacionada con el mes, donde las hembras fueron registradas
después de los machos, a finales de septiembre. Adicionalmente, se evidencié una
segregacion de tiburones blancos segun las variables analizadas, lo cual, es
consistente con algunas observaciones previas en esta localidad. Las preferencias
ambientales especificas de cada categoria de tiburon blanco podrian estar
influenciadas por los habitos alimenticios de cada grupo, la maduracién sexual y su
ciclo reproductivo. El presente capitulo constituye una linea de base del efecto del
ambiente sobre la ocurrencia de tiburones blancos en Isla Guadalupe. Esta linea base
puede ser utilizada en estudios posteriores sobre manejo y conservacion en
escenarios climaticos y antropogénicos del futuro. Su relevancia esta relacionada con
el conocimiento de su ecologia en ambientes oceanicos y la presencia de esta especie

amenazada durante la temporada turistica.
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Introduccién

El tiburon blanco C. carcharias (Linnaeus, 1758) es un depredador tope que
habita en ambientes templados tanto costeros como oceanicos de todo el mundo
(Compagno et al., 2005, Huveneers et al., 2018). A pesar de su amplia distribucion,
esta especie se observa comunmente en bajas densidades, con la excepcion de areas
de crianza (White et al., 2019, Santana-Morales et al., 2020) y sitios de agregacion
cercanos a colonias de pinnipedos donde los tiburones blancos han evidenciado
fidelidad al sitio (Klimley et al., 1996, Domeier y Nasby-Lucas 2008). Estos sitios de
agregacion se encuentran principalmente en zonas costeras e insulares ubicadas
sobre la plataforma continental (Huveneers et al.,, 2018, White et al., 2019). Las
excepciones a este patrén son evidentes en agregaciones oceanicas como Isla
Guadalupe, México, o la Shared Offshore Forgaing Area (SOFA, por sus siglas en
inglés) en el Océano Pacifico Noreste, donde también se han registrado tiburones
blancos de manera estacional (Domeier & Nasby-Lucas 2008, Hoyos-Padilla et al.,
2016).

Al ser una especie vulnerable a la extincion, los sitios de agregacion de tiburon
blanco son considerados como zonas prioritarias para su supervivencia y, por lo tanto,
altamente relevantes en términos de investigacion cientifica, manejo sostenible y
conservacion (Huveneers et al., 2018, Rigby et al., 2019, White et al., 2019). En otros
sitios de agregacion de tiburones blancos, se ha observado que los factores
ambientales pueden influir en la distribucion, reproduccion, uso de habitat y también,
en la probabilidad de interaccién con los humanos (Pyle et al., 1996, Hammerschalg
et al., 2006, Robbins, 2007, Weltz et al., 2013, Hoyos-Padilla et al., 2016). La mayoria
de estos estudios se han realizado en sitios de agregacion costeros, por lo que el
conocimiento para entender la ecologia de los tiburones blancos en areas oceanicas,
como Isla Guadalupe, resulta altamente relevante para su manejo y conservacion
(Huveneers et al., 2018). Este tipo de informacién proporciona herramientas para
futuras comparaciones, sobre todo, en estudios relacionados con variaciones
climaticas ocasionadas por eventos de meso escala o por efectos del cambio climatico

(Huveneers et al., 2018).
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En sitios de agregacion continentales como las Islas Farallén, Estados Unidos
de América, algunas condiciones ambientales como el oleaje alto, baja visibilidad,
cielos nublados, luna nueva y mareas altas se han relacionado con un aumento en la
ocurrencia de tiburones blancos (Pyle et al., 1996). Las conclusiones de estos estudios
indican que dichas condiciones son favorables para la captura de presas con alto
contenido energético, como los elefantes marinos del norte Mirounga angustirostris;
los cuales, se verian afectados por dichas condiciones y favorecerian su depredacion
(Anderson et al., 1996, Pyle et al., 1996). Este efecto por parte de los factores
ambientales ha sido sugerido también en Seal Island, Sudafrica, al registrar un
aumento significativo de ataques de tiburdn blanco hacia los lobos finos del Cabo
Arctocephalus pusillus pusillus. Los cuales, se sugiere que fueron favorecidos por la
direccion e intensidad del viento, mareas bajas y poca luminosidad (Hammerschlag et
al., 2006).

La temperatura de la superficie del mar (TSM) es un factor clave que influye en
la ocurrencia y distribucion del tiburén blanco. En Florida, Estados Unidos de América,
la presencia de tiburones blancos se relacioné con una disminucion de la TSM durante
el invierno y principios de la primavera dentro de un rango de 14-23 °C (Adams et al.,
2014, Curtis et al., 2014). En el Mar Mediterraneo, Fergusson (1994, 1996) reporté la
ausencia de tiburones blancos cuando la TSM excedia los 25 °C, lo que coincidi6 a su
vez, con el desplazamiento de los tiburones monitoreados hacia aguas mas profundas
(de menor temperatura), con movimientos esporadicos hacia la superficie
probablemente con fines de termorregulacion o alimentacion. En las Islas Neptuno,
Australia, se observé una mayor abundancia de hembras de tiburén blanco durante
condiciones célidas de TSM (16-18 °C) y marea alta, lo que se relacioné con una
posible segregacion sexual vinculada con aspectos reproductivos (Robbins, 2007).
Con respecto a la presencia de tiburones blancos en False Bay, Sudafrica, se ha
estimado que las probabilidades para observar esta especie aumentan durante la
tarde, con una TSM de 14-18 °C y durante las noches con luna nueva (Towner et al.,
2013, Weltz et al., 2013).
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En el Pacifico Mexicano, la presencia de tiburones blancos se ha reportado en
el Golfo de California (Galvan-Magaria et al.2010, Becerril-Garcia et al.2019a), la costa
oeste de la Peninsula de Baja California (Santana-Morales et al. 2020), el Archipiélago
de Revillagigedo (Becerril-Garcia et al.2020a) y principalmente en Isla Guadalupe
(Domeier y Nasby-Lucas, 2007, Hoyos-Padilla et al.,, 2016). Desde 2001, las
actividades turisticas para el aprovechamiento de esta especie se han realizado
durante agosto-noviembre en la parte noreste de Isla Guadalupe, conocida como Rada
Norte. Esta es el area oficial designada para el buceo en jaula debido a las
regulaciones locales de vida silvestre (Torres-Aguilar et al., 2015). Esta actividad
econdmica es realizada por embarcaciones nacionales y extranjeras que generan
beneficios econdmicos, brindan una vigilancia adicional contra la pesca ilegal, y
favorecen la investigacion al ser utilizadas frecuentemente como plataforma para

actividades cientificas o de monitoreo biologico (Cisneros-Montemayor et al. 2020).

La investigacion cientifica relacionada con la ecologia de los tiburones blancos
en Isla Guadalupe se ha centrado en entender sus patrones de migracion (Domeier &
Nasby-Lucas, 2008, Domeier & Nasby-Lucas, 2013), ecologia tréfica (Jaime-Rivera et
al. 2013, Alderete-Macal et al., 2020) y movimientos locales (Domeier et al., 2012,
Skomal et al., 2015, Hoyos-Padilla et al., 2016; Aquino et al., 2021). Los andlisis de
isdtopos estables (6C13; dN15) en la dermis de tiburones blancos han proporcionado
evidencia del consumo de pinnipedos, atunes y calamares, aunque no evaluaron las
diferencias entre las etapas de madurez (maduros/inmaduros; Jaime-Rivera et al.
2013). Estudios de telemetria acustica han evidenciado que los tiburones blancos
presentan una segregacion espacial en la isla, la cual, se relaciona con el sexo y la
madurez de los tiburones, al observar tiburones inmaduros en aguas someras (<100
m) y ejemplares maduros en aguas profundas (>250 m; Hoyos-Padilla et al., 2016). A
pesar de esto, el estudio del efecto del ambiente sobre la ocurrencia de tiburones
blancos en localidades oceanicas es aun escaso, por lo que se desconocen los
factores motivantes de dicha segregacion y las preferencias ambientales de los

tiburones blancos.
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El segundo capitulo de esta tesis tuvo como objetivo proporcionar informacion
sobre el efecto de factores espaciales y temporales, asi como de las condiciones
ambientales sobre la probabilidad de ocurrencia de tiburones blancos durante las
actividades turisticas en Isla Guadalupe. Estas observaciones constituyen una de las
primeras descripciones de la ecologia de los tiburones blancos en ambientes
oceanicos, las cuales, pueden ser utilizadas para sustentar decisiones de manejo. A
su vez y de manera similar a los resultados de esta tesis, la informacidén generada es
una linea base para futuros escenarios climaticos y turisticos en esta area marina

protegida.

Materiales y método

Las generalidades del registro de los datos biologicos y ambientales se
describen en la seccion de Consideraciones Metodoldgicas Generales de la presente
tesis. Todos los avistamientos obtenidos se clasificaron segun el sexo y la etapa de
madurez de cada tibur6n (machos inmaduros, machos maduros, hembras inmaduras
y hembras maduras). Al momento del avistamiento, la presencia de un tiburén blanco
fue registrada con el valor “1”; mientras que las ausencias se reportaron como “0” para

todas las categorias analizadas.

Los resultados generales de la ocurrencia de tiburones blancos, segun afio y
mes, se describieron utilizando los “avistamientos por dia” y “avistamientos por hora”
como unidades para los analisis estadisticos preliminares. Este conjunto de datos no
cumplié con los supuestos de normalidad, de acuerdo con la prueba de Lilliefors (P
<0,05). Por tanto, las diferencias significativas se calcularon mediante una prueba no
paramétrica de Kruskal-Wallis y una prueba post-hoc de Bonferroni. La significancia
de las proporciones mensuales de sexos se calculé con una prueba binomial exacta
mediante el software R (R Core Team, 2019) version 3.6. Después de estos primeros
analisis, los datos de presencia y ausencia se utilizaron para el modelado estadistico

gue involucra datos ambientales.
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Datos espaciales, temporales y ambientales

La posicion de la embarcacion (latitud, longitud) se registré al comienzo de cada
dia. Las condiciones ambientales se registraron cada 30 minutos durante las
actividades de buceo, a la par de los datos biologicos. Los factores ambientales
analizados incluyeron TSM (termémetro de etanol; 0.1 ° C); marea alta o baja utilizando
el software MAR v1.0 (CICESE, 2020) y datos publicos del Centro de Productos y
Servicios Oceanograficos Operativos de la Oficina Nacional de Administracion
Oceénica y Atmosférica de los Estados Unidos de América (NOAA, 2020); fase lunar
segun los datos del Departamento de Aplicaciones Astrondmicas del Observatorio
Naval de E.U.A. (2020; considerandose “0” como luna nueva y “1” como luna llena);
porcentaje de cobertura de nubes in situ (agrupadas en cuatro categorias 0-25, 25-50,
50-75 y 75-100%); y visibilidad del agua mediante el uso de un disco de Secchi (m; 1
m). El limite entre marea alta y baja se definié de acuerdo con el nivel medio del mar
(60 cm) para Isla Guadalupe, asi como los valores de referencia de la bajamar media
(0 cm) y la pleamar media (120 cm; CICESE, 2020).

La probabilidad de ocurrencia de tiburones blancos se analizé con relacion a las
diversas condiciones ambientales. Esto permitio describir los factores que limitan la
presencia de tiburones blancos durante las actividades de buceo en jaulas. Se asumio
que los cambios en la ocurrencia de tiburones blancos estan relacionados con otras
variables distintas a las actividades humanas, a pesar de que el atrayente se utiliza
para acercar a los tiburones durante las actividades de turismo en esta area. Esta
suposicion fue apoyada por la observacién de una presencia similar de tiburones
blancos independientemente del atrayente utilizado, segun lo informado por Becerril-
Garcia et al. (2020d) durante el mismo periodo de estudio.

Modelacion estadistica

Se utilizaron modelos aditivos generalizados (GAMSs) para evaluar los efectos
gue tienen los factores espaciales, temporales y ambientales sobre la probabilidad de
ocurrencia de tiburones blancos en Isla Guadalupe. Los GAMs fueron creados con el
paquete mgcv del software R (R Core Team, 2019) version 3.6. Estos modelos

generalmente se describen como un modelo lineal generalizado con un predictor lineal
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gue involucra funciones suaves de variables predictoras (Wood 2006). La variable de
respuesta fue “presencia/ausencia” para las cuatro categorias de tiburones blancos,
qgue incluyeron: 1) machos inmaduros; 2) machos maduros; 3) hembras inmaduras; y
4) hembras maduras. Por tanto, en los GAMs se utilizé una distribuciéon binomial con
funcién de enlace logit. Para la modelacién de las cuatro categorias de tiburones
blancos, la variable de respuesta obtuvo un valor de “1” si el tiburdn pertenecia a una
categoria especifica y “0” en caso contrario. Las variables predictoras fueron
temperatura, aio, hora, nubosidad, fase lunar, visibilidad, marea, longitud y latitud. Los
datos de avistamiento se modificaron para la modelacién, es decir, las columnas con
datos de “presencia/ausencia” para las cuatro categorias de tiburones blancos se

apilaron en filas segun la hora y el dia a lo largo de los tres afios de muestreo.

Para evitar el sobreajuste del modelo, se utilizé la eliminacion hacia atras -o Backward
Stepwise Selection en Inglés- , que consistid en construir el modelo completo (todas
las variables predictoras) y luego eliminar cada variable predictora en cada paso. En
el paso final, se obtuvo el modelo nulo (media general) para cada categoria. Para
evaluar si la eliminacion disminuyd el ajuste del modelo, se utilizé el criterio de
informacion de Akaike (AIC) con el AIC mas bajo como el modelo mejor ajustado. Por
tanto, en los modelos finales se utilizaron hasta siete variables predictoras con un
coeficiente de correlacion de Pearson bajo (<0.6). El nivel de suavizado (es decir, el
namero de bases en las funciones de suavizado) para cada variable de prediccién se
restringié a 4 para evitar el sobreajuste, excepto para el término espacial (longitud y
latitud como términos de interaccion). La autocorrelacion temporal se evalu6 mediante
la funcién corARL1 () en el GAM para las cuatro categorias de tiburones blancos; sin
embargo, esto no mejord el ajuste del modelo y, por lo tanto, no fue incluido. La
suposicion de normalidad del modelo y la homocedasticidad de los residuos se
evaluaron mediante graficos de diagndstico utilizando la funcion gam.check. Cada
GAM se expreso de la siguiente manera:

logit(u;) = a + fy(Lon;, Lat;) + f,(Hour;) + f3(Lunar;) + f,(Visibility;) + Year;
+ Cloud; + Tide; (1)
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Donde pi es la presencia/ausencia en las cuatro categorias de tiburones (1) Machos
inmaduros; 2) machos maduros; 3) hembras inmaduras; o 4) hembras maduras); a es
la interseccion; fn es la funcidon suave (spline de regresion de placa delgada); el afio,
la nubosidad y la marea se utilizaron como variables categoricas. Ademas, los
resultados con respecto a las variables espaciales (latitud; longitud) de cada GAM se
utilizaron para crear una figura que resumiera las observaciones de la probabilidad de

ocurrencia de tiburones blancos en la Bahia Rada Norte.

Resultados

Se registro un total de 6,266 avistamientos de tiburones blancos, de los cuales,
el 44% fueron machos inmaduros (n = 2740); 30% de machos maduros (n = 1856); 5%
de hembras inmaduras (n = 342); y 21% de hembras maduras (n = 1328). La mediana
de registros fue de 59 avistamientos por dia (ES £ 5.96) y 9.82 avistamientos por hora
(ES = 1.22), sin encontrarse diferencias significativas en los avistamientos por hora
relacionados con el afio (Hz,90= 6.35; p= 0.04) y confirmado por la prueba post-hoc de
Bonferroni (p> 0,05). En cuanto al mes, el nimero de avistamientos por hora fue mayor
durante agosto (Hseo= 21.20; p< 0.01), con una presencia menor, pero similar, entre
los meses siguientes. En general, se observé una proporcion de sexos de 2.8:1 (H:M;
p< 0.01); sin embargo, esta razén varié segun el mes, dado que solo se registraron
machos durante agosto y las hembras se observaron por primera vez a fines de
septiembre 9.4:1 (H:M; p<0,01). En los meses siguientes, la proporcion de sexos fue
de 1.6:1 (H:M; p <0.01) en octubre y de 1.2:1 (H:M; p <0.05) en noviembre.

Modelacion estadistica

Se crearon cuatro modelos para describir la probabilidad de ocurrencia de cada
categoria de tiburdn blanco, los cuales, explicaron el 36-67% de la devianza segun el
conjunto de datos de cada categoria. En este sentido, solo se consideraron los factores
significativos (Tabla 2) para cada modelo, ya que esto evito la sobre parametrizacion
de los GAMs. Asi, las variables espaciales, temporales y ambientales que afectan la
ocurrencia de tiburones blancos fueron descritas segun la categoria analizada. En la

modelacion se utilizaron 3,033 registros para cada categoria debido a la remodelacion
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de los datos de avistamientos. En este sentido, la disposicidon de los avistamientos con
respecto a la hora y dia podria haber incluido mas de una categoria de tiburones; por
lo tanto, se redujo el numero total de registros para los GAM. Las gréficas de
diagndstico de residuos sugieren que los supuestos del modelo de distribuciéon normal
y homocedasticidad de los residuos no se violaron y fueron independientes de los

valores de las co-variables.

Resumen de resultados

Machos maduros. Segun el modelo, se observdé una mayor probabilidad de
ocurrencia de machos maduros a lo largo de toda la bahia Rada Norte y hacia la zona
este con profundidades superiores a los 500 m (Fig. 13, 17); durante la mafiana antes
de las 1000 h, con TSM mas fria (< 20 ° C), condiciones de baja visibilidad (< 15 m),
baja cobertura de nubes (0-25%), mareas bajas y después de una luna creciente. El
modelo que involucra los datos de esta categoria explicé el 67.4% de la desviacion
(Fig. 13).

Machos inmaduros. Este modelo evidencié una mayor probabilidad de
ocurrencia de machos inmaduros cerca de la costa y en la parte central de la bahia
Rada Norte (< 100 m, Fig. 14, 17); antes del mediodia (1200 h), durante TSM calida (>
22 °C), condiciones de alta visibilidad (> 20 m), y después de medialuna o luna llena.
Las variables categoricas sugieren que la presencia de machos juveniles fue mayor en
2014, con nubosidad entre 25-50% y marea alta. El modelo que involucra los datos de

esta categoria explico el 41.3% de la desviacion (Fig. 14).

Hembras maduras. Una mayor probabilidad de ocurrencia de hembras maduras
se vincul6 con la parte norte y sur de la bahia Rada Norte a profundidades < 500 m
(Fig. 15, 17); después de las 1400 h, tanto en condiciones frias (< 21 °C) como célidas
de TSM (> 24 °C), baja visibilidad (< 15 m), marea baja, cielos despejados (< 25% de
cobertura de nubes) y después de noches con menos de 0,6 de cobertura de luz lunar.
Este modelo sugiere que la probabilidad de ocurrencia de hembras maduras fue similar
durante el periodo de estudio. EI modelo que involucra los datos de esta categoria

explico el 54.3% de la desviacion total (Fig. 15).
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Hembras inmaduras. Una mayor probabilidad de ocurrencia se relacioné con la
costa de la parte norte y sur de la bahia Rada Norte (<100 m, Fig. 16, 17); después del
mediodia (1200 h), durante TSM fria (<22 ° C) y condiciones de baja visibilidad (<15
m), mareas altas, nubosidad entre 25-50% y después de medialuna o luna llena. Este

modelo explicé el 63.8% de la desviacion total (Fig. 16).

s(Lon,Lat,26.81)

20.18°N
1
|

0
1

Latitude
s(Lunar,2.29)

2014°N
s(Temperature,2 95)

-4 -3 -2 -1

118.32°W  118.28°W  118.24°W 19 20 21 22 23 24 00 02 04 06 08 10

29.1°N

Longitude Temperature (°C) Lunar phase (proportion)

™ =
o Cl
& g g o
S i F °
o - 5 =
s o - £ a 2 .
3 3 7 ® °
I K3 =
L o
@ y ?En' £ s
o 4
o~ | == o | .
1 \ . o
1 J 1 J 1 | | 1 J 1 J 1 Ly eyl 1 — —
I I T T I I I T I I I T T
8 10 12 14 16 10 15 20 25 30 35 40 High Low
Hour Visibility (m} Tide

0.0

=-1.0

=20
|

Partial for Cloud.cover

=30
|

0-25 25-50 90-75 75-100

Cloud.cover

Figura 13. Graficos de efectos del modelo aditivo generalizado para machos maduros de C. carcharias.
Todos los valores estan en la escala del predictor lineal. Las graficas de contorno indican la distribucién
preferida de los tiburones, mientras que el color mas altos. Las lineas discontinuas representan dos
errores estandar por encima y por debajo de la estimacion de la curva suave. Los nimeros que siguen
al nombre de la variable predictora indican los grados de libertad efectivos de la curva suave. El gréfico
de alfombra muestra observaciones de variables predictoras.
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Figura 14. Graficas de efectos del modelo aditivo generalizado para machos inmaduros de C.
carcharias. Todos los valores estan en la escala del predictor lineal. Las graficas de contorno indican la
distribucion preferida de los tiburones, mientras que el color méas claro indica valores mas altos. Las
lineas discontinuas representan dos errores estandar por encima y por debajo de la estimacién de la
curva suave. Los niumeros que siguen al nombre de la variable predictora indican los grados de libertad
efectivos de la curva suave. El grafico de alfombra muestra observaciones de variables predictoras.
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Figura 15. Gréficos de efectos del modelo aditivo generalizado para hembras maduras de C. carcharias.
Todos los valores estan en la escala del predictor lineal. Las graficas de contorno indican la distribucién
preferida de los tiburones, mientras que el color mas claro indica valores mas altos. Las lineas
discontinuas representan dos errores estandar por encima y por debajo de la estimacion de la curva
suave. Los numeros que siguen al nombre de la variable predictora indican los grados de libertad
efectivos de la curva suave. El gréfico de alfombra muestra observaciones de variables predictoras.
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Figura 16. Gréficas de efectos del modelo aditivo generalizado para hembras inmaduras de C.
carcharias. Todos los valores estan en la escala del predictor lineal. Las graficas de contorno indican la
distribucion preferida de los tiburones, mientras que el color mas claro indica valores mas altos. Las
lineas discontinuas representan dos errores estandar por encima y por debajo de la estimacién de la
curva suave. Los numeros que siguen al nombre de la variable predictora indican los grados de libertad
efectivos de la curva suave. El grafico de alfombra muestra observaciones de variables predictoras.
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Tabla 2. Seleccién progresiva hacia atras del modelo aditivo generalizado para C. carcharias segun
sexo y estadio de madurez (n = 3.033 registros). Dev. exp. = desviacion explicada (%), Aj. R2 = R2
ajustado, AIC = Criterio de informacion de Akaike. En negrita los modelos mejor equipados. La ultima
fila representa el modelo nulo (media general).

Machos maduros

Machos inmaduros

. Dev. exp. . Dev. exp.
2 2
Modelo AlC Al.R (%) Modelo AlC Al. R (%)
Completo 1266 0.711 67.403 | Completo 2538 0.465 41.270
-Afio 1264 0.711 67.404 | -Year 2715 0.416 36.930
- Nubes 1267 0.707 67.155 | -Nubes 2711 0.416 36.874
-Marea 1269 0.705 67.047 | -Marea 2710 0.415 36.860
-s(Hora) 1281 0.701 66.538 | -s(Visibilidad) 2728 0.411 36.292
s(Temperatura 1312 0.689 65.573 | s(Temperatura 2784 0.387 34.794
) )
-s(Visibilidad) 1337 0.686 64.706 | -s(Hora) 2843 0.371 33.244
-s(Luna) 1379 0.674 63.384 | -s(Luna) 3088 0.314 27.201
-s(Lon, Lat) 3617 0.000 0.000 | -s(Lon, Lat) 4162 0.000 0.000
Hembras maduras Hembras inmaduras
. Dev. exp. . Dev. exp.
2 2
Modelo AIC Aj. R (%) Modelo AIC A. R (%)
Completo 1551 0.536 54.331 | Completo 525 0.516 63.886
-Afio 1556 0.536 54.323 | -Afio 522 0516 63.875
-Marea 1566 0.529 53.831 | -s(Luna) 573 0.476 60.469
-Nubes 1644 0.500 51.182 | s(Temperatura 579 0.463 59.633
)
-s(Luna) 1709 0.469 49.015 | -Marea 583 0.457 59.176
-s(Visibilidad) 1753 0.453 47.458 | -Nubes 604 0.450 57.130
-s(Hora) 1809 0.425 45,501 | -s(Visibilidad) 781 0.274 42.834
s(Temperatura 1931 0.374 41.564 | -s(Hora) 832 0.224 38.511
)
-s(Lon, Lat) 3215 0.000 0.000 | -s(Lon, Lat) 1301 0.000 0.000
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Figura 17. Zonas con mayor probabilidad de ocurrencia de tiburones blancos segun su estadio de
madurez sexual en Rada Norte, Isla Guadalupe, México.
Discusién

La modelacion estadistica permitio identificar una segregacion espacial de
tiburones blancos relacionada con el sexo y la madurez sexual. Esto es similar a lo
observado en otros estudios que utilizaron telemetria pasiva o activa, en donde los
tiburones inmaduros permanecieron cerca de la costa y los maduros fueron detectados
en areas mas profundas (Hoyos-Padilla et al. 2016). La probabilidad de ocurrencia
estuvo relacionada con la ubicacién de la bahia y las preferencias ambientales de cada

grupo analizado.

Segregacion espacial y temporal

Los machos maduros e inmaduros fueron registrados a principios de agosto,
mientras que las hembras de ambos estados de madurez fueron detectadas a finales
de septiembre. Estos resultados son consistentes con la migracién reportada de los
tiburones blancos hacia Isla Guadalupe (Domeier & Nasby-Lucas, 2008, Hoyos-Padilla
et al. 2016). El efecto de tales patrones migratorios fue evidente en la proporcion de
sexos mensual, ya que la proporcion sexual fue diferente en agosto y septiembre, pero
similar en octubre y noviembre. Estudios previos han demostrado que los tiburones

maduros permanecen hasta enero (Domeier et al. 2012), por lo que es probable que
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la proporcion de sexos sea similar a lo largo de su estancia en Isla Guadalupe. La
presencia de individuos maduros de ambos sexos resalta la importancia del area en
términos de alimentacién y adquisicibn de presas como cefal6podos, peces y
pinnipedos (Jaime-Rivera et al.2013; Hoyos-Padilla et al.2016), pero también en la
reproduccion mediante la observacion de individuos sexualmente maduros durante el
mismo periodo. Sin embargo, la investigacion sobre la biologia reproductiva de los
tiburones blancos en Isla Guadalupe es escasa, aunque podria evaluarse en el futuro
con el andlisis de perfiles hormonales esteroides mediante técnicas minimamente
invasivas, como la sugerida en el quinto capitulo de esta tesis (Sulikowski et al.2012,
Domeier & Nasby-Lucas 2013; Becerril-Garcia et al.2020c). La mayor probabilidad de
ocurrencia de machos inmaduros durante 2013 y 2014 podria estar relacionada con
un aumento en el nUmero de esta categoria, ya que algunos autores han sugerido un
aumento en el numero de juveniles debido a las acciones de proteccion implementadas
por México y Estados Unidos desde finales de la década de 1990 (Burgess et al., 2014;
Santana-Morales et al. 2021). No obstante, un aumento en la presencia de tiburones
blancos también podria deberse a condiciones ambientales favorables, una mayor
disponibilidad de presas en el area, o al manejo realizado en areas marinas protegidas
mexicanas como Isla Guadalupe (Pyle et al. 1996, Hammerschalg et al. 2006, Weltz
et al. 2013).

Durante el periodo de estudio, la probabilidad de ocurrencia de machos
maduros fue similar en toda la bahia con una mayor ocurrencia en areas alejadas de
la costa, a diferencia de los tiburones inmaduros. Esta segregacion espacial podria
estar asociada con la disponibilidad de presas para cada grupo, ya que la ocurrencia
de machos maduros fue mayor en zonas de aguas profundas, lo que podria estar
relacionado con la captura de presas como el atin aleta amarilla (Thunnus albacares),
el jurel de Castilla (Seriola lalandi), mamiferos marinos y calamares (Reyes-Bonilla et
al., 2010, Kim et al., 2012, Jaime-Rivera et al., 2013; Becerril-Garcia et al., 2020). En
el caso de tiburones inmaduros, la ocurrencia en areas someras estaria relacionada
con la captura de presas mas pequefas, como peces 0seos Yy otros elasmobranquios,
asi como para evitar encuentros con tiburones blancos maduros (Walther-Mendoza et
al 2013, Hoyos- Padilla et al.2016, Becerril-Garcia et al 2019b).
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La presencia de hembras maduras se relacion6 con areas cercanas a las dos colonias
de elefantes marinos del norte (M. angustirostris) ubicadas al norte y al sur de la bahia
Rada Norte (Gallo-Reynoso et al. 2005b). La superposicién de habitats tanto para las
hembras de tiburdn blanco como para los elefantes marinos esté relacionada con las
condiciones favorables para el uso de habitat y las interacciones tréficas entre estos
taxones (Gallo-Reynoso et al. 2005b, Jaime-Rivera et al. 2013). Como una de las
presas principales del tiburon blanco, es posible que los elefantes marinos del norte
sean un elemento importante para la dieta de hembras maduras, ya que otros autores
han sugerido la presencia de hembras prefiadas entre octubre y diciembre (Domeier
& Nasby-Lucas 2013, Hoyos- Padilla et al.2016). La adquisicion de energia para la
vitelogénesis y nutricién de los embriones (oofagia), podria obtenerse sustancialmente
al alimentarse de presas con alto contenido lipidico, como lo son cetaceos y pinnipedos
de gran tamafio como M. angustirostris (Klimley et al. 1996, Compagno et al. 2005,

Jaime-Rivera et al. 2013).

Temperatura superficial del mar

La probabilidad de apariciéon de tiburones blancos fue diferente segun la TSM.
La presencia de tiburones maduros fue mayor durante las condiciones de TSM mas
frias (<21 °C), mientras que los machos inmaduros se observaron principalmente
durante condiciones mas calidas (> 22 °C). Esta observacion podria estar relacionada
con la tolerancia y regulacién térmica, ya que los tiburones inmaduros tienen un cuerpo
mas pequefio y, por lo tanto, una mayor proporcion superficie-volumen en comparacion
con los tiburones maduros de mayor tamafio (Block y Finnerty, 1994). La menor inercia
térmica de los tiburones inmaduros, en comparacion con individuos maduros, podria
explicar la preferencia de este grupo en condiciones de aguas célidas, lo que a su vez
permitiria favorecer su metabolismo en términos de mayores tasas de crecimiento y
maduracién sexual, siempre que haya presas disponibles y los requerimientos
energéticos de los tiburones blancos estén cubiertos dentro de un ecosistema
saludable (Robbins 2007). Sin embargo, este efecto no se observo en el grupo de
hembras inmaduras, ya que se observo una mayor probabilidad de ocurrencia durante

la TSM mas fria.
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Aunque no hay evidencia suficiente para apoyar esta hipotesis y no la
segregacion sexual no ha sido analizada a profundidad en tiburones lamniformes, las
diferencias en la TSM entre la aparicion de machos y hembras inmaduros
probablemente se deban a una segregacion sexual durante etapas juveniles (Klimley
1987, Andrews et al.2010 , Hoyos-Padilla et al.2014). La existencia de una segregacion
sexual durante el desarrollo temprano de los tiburones blancos debe evaluarse en
estudios futuros mediante el uso de telemetria, acidos grasos, o andlisis detallados de
isétopos estables en aminoacidos. Esto podria proporcionar evidencia de diferencias
en el uso de habitat, preferencias de presas y, por lo tanto, nicho ecolégico, lo que
conduciria a una mejor comprension de la ecologia de esta especie en diferentes
estadios (Jaime-Rivera et al., 2013, Huveneers et al., 2018, Becerril-Garcia et al.,
2019b, Alderete-Macal et al., 2020).

La generacién de calor interno y su distribucion en el cuerpo a través de la retia
mirabilia podria explicar una mayor ocurrencia de tiburones maduros en aguas mas
frias (Goldman 1997, Compagno et al. 2005). En el Mar Mediterrdneo, los tiburones
blancos maduros mostraron movimientos verticales hacia aguas profundas durante
condiciones célidas de TSM mayores a 25°C (Fergusson 1994, 1996), lo que podria
sugerir un comportamiento de buceo que permitirian una termorregulaciéon conductual.
En la Isla Guadalupe, los tiburones maduros permanecen la mayor parte del tiempo en
profundidades cercanas a los 250 m, lo que podria relacionarse con su
termorregulacion y la busqueda de presas durante el dia (Hoyos-Padilla et al. 2016).
Las investigaciones futuras sobre la termorregulacion de los tiburones podrian
proporcionar informacion sobre este tema, ya que se podrian observar diferencias
claras entre la termorregulacion y comportamiento de individuos maduros e inmaduros
(Goldman 1997, Bernal & Sepulveda 2005). Por el contrario, algunos de los
avistamientos de hembras maduras ocurrieron durante condiciones calidas de TSM (>
24 °C), lo que influy6 en el modelo de ocurrencia de esta categoria. Si se considera un
periodo de gestacion de 18 meses (Domeier, 2012, Domeier & Nasby-Lucas 2013), es
probable que las hembras gestantes visiten Isla Guadalupe para alimentarse y
mantener el crecimiento Optimo de los embriones, lo que también podria verse

favorecido por las aguas célidas al aumentar la tasa de desarrollo embrionario (Hight
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& Lowe, 2007, Robbins 2007). En este sentido, Isla Guadalupe podria ser considerada
como un area importante para el ciclo reproductivo de los tiburones blancos en el
Pacifico Oriental, aunque su biologia reproductiva debe evaluarse a profundidad en
proximos estudios (Sulikowski et al.2012, Huveneers et al.2018).

Visibilidad y Marea

Las condiciones de alta visibilidad (> 15 m) favorecieron la probabilidad de
ocurrencia de machos juveniles, lo que puede estar relacionado con la capacidad de
percibir tiburones mas grandes y evadir encuentros bajo situaciones jerarquicas
(Becerril-Garcia et al. 2019b). En cambio, la baja visibilidad se relacion6 con la
presencia de tiburones maduros, lo que favoreceria el acecho y captura de presas
(Pyle et al. 1996, Hammerschlag et al. 2006). El valor minimo de visibilidad fue de 9
m, por lo que incluso en estas condiciones fue posible registrar tiburones en superficie
(0-3 m). Otros estudios han demostrado que las mareas altas favorecen la
disponibilidad de pinnipedos en el agua y, por lo tanto, la frecuencia de intentos de
alimentacion desde los tiburones blancos hasta las focas (Anderson et al. 1996,
Klimley et al. 1996). Sin embargo, el efecto de la marea sobre los tiburones blancos de
la Isla Guadalupe fue diferente, ya que la probabilidad de ocurrencia de tiburones
maduros fue mayor durante la marea baja. Esto podria estar relacionado con la baja
abundancia de elefantes marinos del norte durante el periodo de estudio y, por lo tanto,
la falta de competencia intraespecifica por espacio en costa que podria empujar a
elefantes marinos al mar (Anderson et al. 1996, Gallo-Reynoso et al. 2005). Ademas
de esto, se ha sugerido que la depredacion de elefantes marinos y otras presas ocurre
en aguas profundas y no en superficie como sucede en sitios de agregacién costeros
(Skomal et al. 2015, Hoyos-Padilla et al. 2016). La probabilidad de ocurrencia de
hembras inmaduras fue mayor durante la marea alta y en condiciones de baja
visibilidad, particularmente en areas cercanas a colonias reproductoras del lobo fino
de Guadalupe Arctocephalus philippi townsendi (Gallo-Reynoso et al.2005b, Hoyos-
Padilla et al. 2016). Esto permitiria sugerir que las hembras inmaduras se benefician
de tales condiciones y se alimentan de las crias del lobo fino de Guadalupe, que nacen

entre junio-julio y son abundantes en esta costa durante los meses siguientes (Gallo-
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Reynoso et al. 2005b). Adicionalmente, la intensidad de los ciclos de mareas por efecto
de ciertas fases lunares pudo haber influido en la presencia de tiburones blancos, ya
gue la probabilidad de ocurrencia de machos inmaduros y machos maduros fue mayor

durante las lunas nueva y creciente, respectivamente.

Fase Lunar y cobertura de nubes

Aunque el conocimiento sobre el efecto de la luna y las nubes sobre los
tiburones blancos es escaso, algunos estudios han buscado inferir la relacién entre
este factor y la presencia de tiburones (Pyle et al., 1996, Dewar et al. 2003, Clarke et
al 2011). La luminosidad lunar puede proporcionar las condiciones de luz necesarias
para favorecer las estrategias de caza de los tiburones (Dewar et al. 2003, Clarke et
al. 2011). El efecto sobre la presencia de los tiburones persiste durante las horas de
luz, debido probablemente a la actividad de sus presas y también, a una jerarquia de

territorialidad temporal (Pyle et al., 1996, Dewar et al. 2003, Towner et al., 2013).

Durante el periodo de estudio, la probabilidad de ocurrencia de los tiburones
maduros fue mayor en los dias con cielo despejado y luna creciente. En contraste, los
individuos inmaduros eran mas propensos a ocurrir durante cielos nublados y después
de noches de luna nueva o gibosa. Dado que los juveniles se encuentran cerca de la
costa, la luz durante la luna gibosa podria favorecer su visibn para capturar presas
especificas como peces 0seos u otros elasmobranquios, mientras que la depredacion
de crias de lobo fino podria verse favorecida durante la luna nueva y las mareas altas
(Pyle et al. 1996, Towner et al.2013, Walther-Mendoza et al.2013). La baja luminosidad
podria afectar la vision de las crias de lobo fino, mientras que la marea alta podria
reducir el espacio en tierra y motivar el empuje de las crias al mar (Pyle et al., 1996).
En el caso de los individuos maduros, la poca luminosidad podria favorecer la
depredacion de especies que realizan migraciones verticales en ambientes pelagicos
como los cefalopodos (Jaime-Rivera et al. 2013), lo que explicaria la mayor
probabilidad de ocurrencia de tiburones maduros tras noches con luna nueva (Skomal
et al.2015, Hoyos-Padilla et al.2016). Estas inferencias se fortalecen con los resultados

del tercer capitulo de la presente tesis, el cual, proporciona evidencia sobre la
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interaccion de calamares con individuos subadultos (en maduracion sexual) e

individuos maduros en Isla Guadalupe.

Manejo y conservacion

Las técnicas no invasivas como el monitoreo visual y la modelacion estadistica
son herramientas Utiles para entender la ecologia de especies amenazadas como el
tiburén blanco. Ademas del efecto del medio ambiente y las preferencias espaciales,
las diferencias observadas en la ocurrencia de tiburones segun la hora del dia podrian
favorecer aspectos especificos del turismo en Isla Guadalupe (Torres-Aguilar et al.
2015; Santana-Morales et al., 2021). Se ha sugerido que los tiburones inmaduros
podrian presentar una mayor vulnerabilidad a los efectos negativos del turismo como
la pérdida de energia, afectaciones en su comportamiento superficial y uso del habitat
(Orams 2000, Cisneros-Montemayor et al. 2020). Sin embargo, una de las principales
preocupaciones esta relacionada con los incidentes recientes que involucran a
tiburones inmaduros atrapados en jaulas de buceo (Becerril-Garcia et al. 2019b, Tanno
2019). Disminuir la intensidad del cebo durante la mafiana (1000-1200 h), asi como
evitar areas con mayor probabilidad de aparicion de tiburones inmaduros podria
favorecer las acciones de manejo; especificamente considerando que la proporcion de
tiburones inmaduros parece haber aumentado en los Gltimos afios (Santana-Morales
et al 2021). Esta propuesta podria fortalecerse mediante el estudio de los movimientos
de los tiburones blancos con respecto a las embarcaciones, asi como el monitoreo con
bases cientificas que debe ser mejorado por las autoridades locales ya que las
bitacoras actuales son deficientes e impiden el correcto desarrollo de evaluaciones con

alto rigor cientifico.

Las implicaciones para la conservacion de los tiburones blancos estan
relacionadas con la comprension de las preferencias climaticas de esta especie
vulnerable, lo que podria ser considerado en futuras investigaciones que involucren
los efectos del cambio climatico o eventos de calentamiento como la “Mancha Calida”
(O Warm Blob) o El Nifio Oscilacion del Sur (Cavole et al., 2016, Galvez et al., 2020).
En el futuro se debe realizar una evaluacién adecuada que involucre el potencial

incremento de la TSM en términos de afectaciones ecologicas y econdmicas
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(Cisneros-Montemayor et al.2020), ya que el ecosistema de Isla Guadalupe podria
cambiar en proximas décadas, y, por tanto, afectar la disponibilidad de presas para el
tiburon blanco. Esto impondria desafios fisiolégicos para la especie en términos
alimenticios y reproductivos (Elorriaga-Verplancken et al.2016, Galvez et al.2020). En
este sentido, seria necesario que el manejo y las acciones de investigacion involucren
obligatoriamente a las embarcaciones de buceo en jaulas y a la pesca deportiva, ya
que en Isla Guadalupe se generan ingresos importantes por parte de empresas
nacionales e internacionales que estacionalmente visitan esta zona marina protegida

(Becerril-Garcia et al. 2019b, Cisneros-Montemayor et al.2020).
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CAPITULO IIIl. INTERACCIONES CON CEFALOPODOS

Resumen

Las interacciones entre diferentes especies de tiburones y cefalépodos se han
documentado en estudios de ecologia tréfica alrededor del mundo. Sin embargo, hay
poca informacion sobre los encuentros entre tiburones blancos C. carcharias y
calamares en el Océano Pacifico. En este capitulo, proporcionamos evidencia de
interacciones entre tiburones blancos y calamares en las aguas de Isla Guadalupe,
México. Mediante el uso de técnicas no invasivas, se registro la presencia de cicatrices
de calamares en el cuerpo de los tiburones blancos, principalmente en la cabezay el
tronco, de al menos 14 tiburones registrados durante agosto-diciembre en los afios
2008, 2012, 2013, 2017 y 2019. La longitud media de los tiburones blancos analizados
fue de 3,7 m (DE % 0,6; longitud total), aunque la mayoria de los tiburones con
cicatrices eran machos adultos y subadultos (n = 9; 64%). Uno de estos machos fue
registrado durante la misma temporada en la que el mismo individuo mostré nuevas
cicatrices, lo que confirma que la interaccién calamar-tiburén blanco ocurre cerca de
Isla Guadalupe. Los resultados de este capitulo destacan la importancia de la zona
mesopelégica para los tiburones blancos, asi como el uso de habitat compartido e
interacciones tréficas entre calamares y tiburones blancos. Los futuros estudios del
ecosistema de Isla Guadalupe deberan considerar a ambas especies para fines de

gestion y conservacion.
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Introduccién

Las interacciones entre tiburones y cefalopodos son fundamentales en los
ecosistemas costeros y oceanicos (Smale & CIiff, 2010, 2012; Galvan-Magania et al.,
2013). Los cefalopodos pueden representar hasta el 98% de la biomasa de la dieta de
especies como el tiburén azul Prionace glauca, la cornuda comun Sphyrna lewini
(68%) o el zorro pelagico Alopias pelagicus (69%), ya que aportan nutrientes en
términos de proteinas, carbohidratos y acidos grasos (Ellis & McCosker, 1991; Galvan-
Magafa et al., 2013). En algunas especies como el tiburén blanco C. carcharias,
estudios previos han sugerido que los cefalopodos son un componente importante de
su dieta, ya que se han encontrado grandes cantidades de calamares en sus
estdmagos (Ellis & McCosker, 1991; Smale & CIiff, 2012) y existe evidencia sobre su
relevancia en valores isotopicos del musculo de los tiburones (Jaime-Rivera et al.,
2014).

En el este del Océano Pacifico Norte, los tiburones blancos tienen patrones
migratorios que involucran su presencia en una zona oceanica conocida como Shared
Offshore Foraging Area (SOFA, por sus siglas en inglés) de febrero a junio (Boustany
et al., 2002; Nasby-Lucas et al., 2009) y en las aguas que rodean Isla Guadalupe de
julio a febrero (Domeier & Nasby-Lucas 2008; Nasby-Lucas et al., 2009), con algunos
tiburones desplazandose hacia Hawai, la costa de Baja California y el Golfo de
California (Galvan-Magafna et al., 2010; Domeier, 2012). Aunque los eventos de
depredacion no han sido documentados, los movimientos verticales de los tiburones
blancos han sido sugeridos como un posible comportamiento de alimentacion al
bucear a profundidades promedio de 442-498 m en el SOFA (Nasby-Lucas et al., 2009)
y > 300 m en la Isla Guadalupe (Hoyos-Padilla et al., 2016). Ambas localidades, el
SOFA e Isla Guadalupe han sido sugeridas como areas con alta diversidad de presas
potenciales para el tiburén blanco, en las que se encuentran varias especies de
cetaceos, tiburones, peces 6seos y cefalopodos (Zeidberg & Robinson, 2007; Domeier
& Nasby-Lucas 2008; Nasby-Lucas et al., 2009; Walther-Mendoza et al., 2013; Hoyos-
Padilla et al., 2016; Galvez et al., 2020).
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Dentro de la distribucién de tiburones blancos en el este del Océano Pacifico
Norte, existen areas importantes para la ocurrencia de grandes especies de calamares
como el calamar volador de ne6n Ommastrephes bartramii, el calamar volador morado
Sthenoteuthis oualaniensis, el calamar enope Ancistrocheirus lesueurii, el calamar de
Humboldt Dosidicus gigas y probablemente el calamar gigante Architeuthis dux (Gilly
et al., 2006; Zeidberg & Robinson, 2007; Galvan-Magaha et al., 2010, 2013; Medellin-
Ortiz et al.,, 2016). Sin embargo, la investigacion cientifica se ha centrado
principalmente en las actividades pesqueras cercanas a la costa donde se ha
reportado una mayor captura de D. gigas durante los meses de julio-diciembre; los
cuales, coinciden con la temporada de avistamiento de tibur6n blanco en Isla
Guadalupe (Domeier & Nasby-Lucas, 2008; Hoyos-Padilla et al., 2016; Medellin-Ortiz
et al., 2016). No obstante, los estudios que involucran tiburones blancos y calamares
son escasos, por lo que no existe informacién sobre estas interacciones en el este del
Pacifico Norte. El objetivo del presente capitulo es proporcionar evidencia de la
interaccion de calamares grandes y tiburones blancos en Isla Guadalupe para resaltar
la importancia del calamar como presa potencial en estadios subadultos y adultos de

C. carcharias.

Materiales y Método

Se analizaron 2,500 fotografias submarinas de tiburones blancos durante varias
expediciones a bordo de los barcos turisticos que visitaron la Rada Norte de Isla
Guadalupe durante agosto-diciembre (2008-2019). Los procedimientos para la
estimacion de talla total, sexo y foto identificacién de tiburones blancos fueron seguidos
segun lo indicado en la seccion “Consideraciones metodoldgicas” de esta tesis,
mientras que la determinacion de madurez sexual para este capitulo se realizé segun
lo mencionado por Bruce y Bradford (2012). Las fotografias y videos submarinos
fueron analizadas, en los que se observaron cicatrices y marcas inusuales en el cuerpo
del tiburdén. Estas fotografias se clasificaron segun la fecha y los datos biol6gicos de
cada avistamiento de tiburdn blanco. En particular, la calidad fotografica y el angulo

adecuado de algunas fotografias del tiburon WS11, junto con los datos de su tamafio
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estimado (longitud total), permitieron estimar la longitud de las cicatrices y el diametro

de las ventosas utilizando el software AxioVision SE64 Rel. 4.9.1.

Resultados

Se detectaron un total de 14 tiburones blancos con cicatrices inusuales en su
cuerpo durante agosto-diciembre de los afios 2008, 2012, 2013, 2017 y 2019 (Tabla
3; Fig. 18, 19). La LT de los tiburones blancos fue de 3,7 m (DE % 0,6), en el que nueve
tiburones (64%) eran machos (siete subadultos; dos adultos) y cinco eran hembras
(36%; tres subadultos; dos adultos) . En cuanto a la madurez sexual, la mayoria de los
tiburones blancos observados con cicatrices fueron subadultos (n = 10; 71%), aunque

también se observaron adultos (n = 4; 29%).

El tiburon WS11 fue observado por primera vez con una cicatriz en su tronco el
13 de octubre de 2017, la cual fue detectada nuevamente con la misma cicatriz durante
Su recaptura en agosto y septiembre de 2019. Unas semanas después, este tiburén
fue registrado con nuevas cicatrices que se registraron por primera vez. en septiembre,
octubre y noviembre (Fig. 18 a, b), lo que indica que esta interaccion probablemente
ocurrio en la Isla Guadalupe entre el 9 y el 21 de septiembre (Tabla 3; Fig. 20).

Las cicatrices observadas en los tiburones blancos eran de una o dos capas
con multiples marcas de ventosas alrededor de la cabeza del tiburon y en el tronco
entre las aletas dorsal y pectoral (Fig. 18). Las heridas cerca de la boca y el tronco del
tiburén sugieren una respuesta defensiva del calamar al tiburén blanco, aunque esto
no se pudo confirmar. El patron y la forma de las cicatrices coincide con las ventosas
en los brazos y tentaculos de los cefal6podos como se observa en otras especies de
tiburones (Papastamatiou et al., 2020). La estimacion del diametro de las marcas de
ventosa mas evidentes en el tiburén WS11 (Fig. 18a) permitié determinar que la cicatriz
del lado izquierdo (=20 cm de largo) tenia ventosas que median 1-3 cm, mientras que
el largo de la cicatriz del lado derecho mide =60 cm de largo. Aunque no se pudo
confirmar la especie de cefalépodo, las marcas observadas de todos los tiburones
analizados podrian sugerir un encuentro con taxones como el calamar gigante D.

gigas, el calamar volador de nedn O. bartramii 0 el calamar gigante A. dux segun su
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potencial. distribucion, longitud de brazos y tentaculos, asi como el tamafio estimado
de cicatrices y ventosas (Ruiz-Cooley et al., 2006; Zeidberg & Robinson, 2007;
Medellin-Ortiz et al., 2016; Papastamatiou et al., 2020).

Figura 18. Registros mas conspicuos de cicatrices de calamar (A ) sobre individuos de C. carcharias
en Isla Guadalupe, México (2008-2019). WS11 (a, b); WS12 (c); WS01 (d); WS13 (e). Cicatrices en las
que se estimé digitalmente su longitud (1,2).
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Tabla 3. Registros de tiburones blancos con cicatrices infligidas por calamares en Isla Guadalupe,
México. Longitud total (TL). Misma cicatriz observada después de dos temporadas (*).

Cadigo Sexo LT (m) Madurez Fecha Area corporal
WSO01 Hembra 4 Subadulto 29/12/2008 Tronco
WS02 Macho 3 Subadulto 18/08/2012 Tronco
WS03 Macho 3 Subadulto 18/08/2012 Cabeza y tronco
WS04 Macho 35 Subadulto 05/09/2012 Tronco
WS02 Macho 3 Subadulto 11/09/2012 Cabeza y tronco
WS05 Macho 35 Subadulto 22/09/2012 Cabeza y aleta pectoral
WS06 Hembra 35 Subadulto 24/10/2012 Tronco
WSO07 Macho 3 Subadulto 25/08/2013 Tronco
WS08 Hembra 5 Adulto 13/10/2013 Cabeza
WS09 Macho 4.5 Adulto 30/10/2013 Cabeza
WS10 Macho 3 Subadulto 10/08/2017 Cabeza
WS11 Macho 4 Adulto 13/10/2017 Tronco*
WS12 Hembra 35 Subadulto 02/11/2017 Cabeza, tronco, y cola
WS11 Macho 4 Adulto 24/08/2019 Tronco
WS11 Macho 4 Adulto 09/09/2019 Tronco*
WS11 Macho 4 Adulto 21/09/2019 Tronco* y cabeza
WS11 Macho 4 Adulto 16/10/2019 Tronco* y cabeza
WS13 Hembra 4.5 Adulto 09/11/2019 Cabeza
WS11 Macho 4 Adulto 10/11/2019 Tronco* y cabeza
WS14 Macho 3.5 Subadulto 10/11/2019 Tronco
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Figura 19. Individuos de C. carcharias registrados con cicatrices de calamar (A) en Isla Guadalupe,
México (2008-2019); a) WS01; b) WS02; c) WS03; d) WSO04.
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Figura 19. Continuacién. Individuos de C. carcharias registrados con cicatrices de calamar (A) en
Isla Guadalupe, México (2008-2019); e) WS05; f) WS06; g) WS07; h) WS08.
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Figura 19. Continuacién. Individuos de C. carcharias registrados con cicatrices de calamar (A) en
Isla Guadalupe, México (2008-2019); i) WS09; j) WS10; k) WS11; I) WS12.
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Figura 19. Continuacion. Individuos de C. carcharias registrados con cicatrices de calamar (A) en Isla
Guadalupe, México (2008-2019); m) WS13; n) WS14.
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Figura 20. Registros fotogréficos del individuo C. carcharias WS11 los dias: 13 de octubre de 2017 (a);
9 de septiembre de 2019 (b, c¢); 21 de septiembre de 2019 (d); 16 de octubre de 2019 (e); y 10 de
noviembre de 2019 (f) en las aguas que rodean Isla Guadalupe, México.
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Discusion

Isla Guadalupe es un sitio relevante para la alimentacion y reproduccion de
tiburones blancos en el Océano Pacifico. La presencia simultanea de pinnipedos,
atunes (Thunnus albacares), otros elasmobranquios y calamares es un claro indicador
de la disponibilidad de presas para el tiburén blanco durante las etapas de subadultos
y adultos. Estudios previos que analizaron isotopos estables han evidenciado la
contribucion de presas como pinnipedos y D. gigas en el musculo de tiburones blancos
de Isla Guadalupe (Jaime-Rivera et al., 2014). Ademas, esta especie de calamar
también ha sido observada en el estbmago de una hembra de 4,6 m (LT) capturada
cerca de California, E.U.A. (Ellis & McCosker, 1991). En el presente capitulo, el uso de
técnicas no invasivas proporcioné evidencia de interacciones recientes entre tiburones
blancos y los cefalépodos. Dichas observaciones resaltan la importancia de la zona
mesopelagica para los tiburones blancos en términos de alimentacién, ya que los
tiburones subadultos y adultos permanecen en aguas profundas por debajo de los 100
m durante el dia (Domeier & Nasby-Lucas, 2008), similar a lo registrado en otras zonas
pelagicas como el SOFA (Boustany et al., 2002, Nasby-Lucas et al., 2009). Ademas,
el rango de profundidad habitual de las especies probables de cefal6podos durante el
dia es de 300-600 m para O. bartramii (Watanabe et al., 2004) y de 200-300 m para
D. gigas (Gilly et al., 2006), lo que es consistente con las profundidades de patrullaje
reportadas para el tiburon blanco en el area (Nasby-Lucas et al., 2009,Hoyos-Padilla
et al., 2016) y que coincide a su vez, con la batimetria de las aguas circundantes de

Isla Guadalupe.

Las interacciones de los calamares se han observado ampliamente en otros
depredadores marinos como los cachalotes Physeter macrocephalus (Roe 1969,
Evans et al., 2002). Estas interacciones han sido confirmadas por la presencia de picos
de calamar en el estbmago de los cachalotes analizados, ademas de las cicatrices
observadas en la cabeza y el cuerpo de estos cetaceos (Roe 1969, Evans et al., 2002).
El hecho de que los calamares provoquen estas marcas en los tiburones sugiere un
encuentro agresivo entre depredador y presa, en el que las cicatrices defensivas
sobresalen en la cabeza, branquias y cuerpo del tiburon blanco. El poder de succién

de los brazos y tentaculos de los calamares puede deformar la estructura de los
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denticulos dérmicos del tiburén blanco y por ende generar las cicatrices que

permitieron inferir dicha interaccion (Smith, 1996).

En cuanto a ecologia tréfica, el consumo de cefalépodos podria ser fundamental
en la dieta del tiburon blanco al permitir una rapida digestion y absorcion debido a la
gran cantidad de proteinas y el bajo contenido de lipidos presentes en este grupo de
invertebrados (Galvan-Magafa et al., 2013, 2019, Pethybridge et al., 2014, Saito et al.,
2014). Ademas del contenido de proteinas, se ha sugerido que algunas especies de
cefalopodos como D. gigas contienen altos contenidos de acidos grasos esenciales
para procesos reproductivos tales como la maduracién gonadal y el desarrollo
embrionario, lo que podria favorecer la espermatogénesis en machos subadultos y
adultos, y la gestacion en hembras adultas (Rodriguez-Barreto et al., 2012,
Pethybridge et al., 2014, Saito et al., 2014, Galvan-Magafia et al., 2019). La aportacion
de nutrientes y otros compuestos de la zona mesopelagica en tiburones blancos se
han detectado en estudios recientes (Le Crozier et al. 2020), en donde se resalta la
importancia de las presas que se distribuyen en dichas capas de agua.

La presencia de cicatrices causadas por calamares en 14 tiburones durante el
periodo de estudio podria parecer un numero bajo en comparacién con el nimero
estimado de 69-120 tiburones blancos en Isla Guadalupe (Sosa-Nishizaki et al., 2012,
Becerril-Garcia et al., 2020). Sin embargo, la presencia de cicatrices podria no ser
visible en todos los tiburones blancos que se alimentan de calamares, ya que esto
dependera de la intensidad de la interaccion, la efectividad del ataque y el manejo de
la presa por parte del tiburén. La frecuencia de estas interacciones y su relevancia en
la ecologia tréfica del tiburdn blanco se puede estudiar marcando mediante técnicas
de telemetria a tiburones y calamares. Dichos estudios podrian complementarse con
analisis de acidos grasos e is6topos estables de carbono, nitrégeno, oxigeno y de

aminoacidos (Ruiz-Cooley et al., 2006, Saito et al., 2014, Galvan-Magaiia et al., 2019).

Los tiburones blancos de Isla Guadalupe tienen una migracion segregada en la
gue los machos subadultos y adultos ocurren en agosto y las hembras adultas a fines
de septiembre (Domeier & Nasby-Lucas 2008, Hoyos-Padilla et al., 2016; Becerril-
Garcia et al., 2020-meps-). En este estudio, la mayoria de las cicatrices de calamar se
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observaron en tiburones machos subadultos a lo largo de la temporada, lo que sugiere
que su llegada a Isla Guadalupe podria estar relacionada con el consumo de
calamares y atunes, mientras que los elefantes marinos M. angustirostris adultos (que
llegan en diciembre) complementarian la dieta de tiburones en un cambio alimenticio
relacionado con su madurez (Ellis & McCosker, 1991; Jaime-Rivera et al., 2014;
Hoyos-Padilla et al., 2016). Esto enfatiza la importancia del uso del habitat tanto para
tiburones blancos como para calamares, donde los estudios futuros relacionados con
la conservacion deben incluir los impactos potenciales de la distribucién de presas y
depredadores, principalmente en términos de cambios oceanogréficos relacionados
con la temperatura, la productividad y las capas minimas de oxigeno (Boustany et al.,
2002; Gilly et al., 2006; Hoyos-Padilla et al., 2016; Medellin-Ortiz et al., 2016; Galvan-
Magafa et al., 2019; Gélvez et al., 2020). Este tipo de investigaciones también podran
dilucidar aspectos evolutivos de la interaccion entre tiburones y cefaldépodos, ya que
ambos linajes son antiguos (> 400 millones de afios) y su estudio podria aportar
informacion relevante sobre la importancia ecoldgica de ambos taxones en el
intercambio dindmico tanto de materia como energia en los ecosistemas marinos
(Boustany et al., 2002; Ruiz-Cooley et al., 2006; Zeidberg & Robinson, 2007; Galvan-
Magafia et al., 2019).
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CAPITULO IV. BIOPSIAS DE PIEL (50 mg) COMO MATRIZ BIOLOGICAL PARA
EL MONITOREO LC-MS/MS DE HORMONAS ESTEROIDES

Resumen

El presente capitulo incluye informacion inédita sobre la medicion de hormonas
esteroides en piel de elasmobranquios y su aplicacién en el monitoreo de especies
protegidas como el tiburén blanco C. carcharias. La metodologia para la extraccion
liquido-liqguido en 50 mg de piel y su analisis via LC-MS/MS se desarroll6 a partir de
pruebas realizadas en dos especies modelo de interés pesquero (raya diamante
Hypanus dipterurus y cazén mamén M. lunulatus). Esto permitié generar un panel de
siete hormonas esteroides (E1, E2, T, A4, P4, 17-OHP, F, CORT, y E) en
concentraciones ng/mL; lo cual, supera al 90% de los estudios publicados. Estas
pruebas proporcionaron informacion sobre la cantidad minima de masa a utilizar (50
vs 150 mg) y mostraron que las biopsias de 50 mg tuvieron un mejor desempefio en
las cuantificaciones. Se evalu6 también la relacion entre concentraciones de suero
sanguineo y piel, sin encontrarse relacion estadistica alguna (r=-0.22). Esto permite
sugerir que la piel tiene potencial de reflejar periodos fisioldgicos relevantes en una
ventana de tiempo propuesta de horas a dias. Los analisis en C. carcharias se
realizaron en 19 biopsias recolectadas de diferentes estadios reproductivos en Isla
Guadalupe, México. La foto identificacion permitié vincular las mediciones con 11
hembras y ocho machos. Los andrégenos solo fueron detectados en machos, mientras
que los progestagenos y estrégenos solo se observaron en hembras. Ningun juvenil
mostrd picos hormonales detectables en piel. Los perfiles incluyeron detecciones
mayores al limite de cuantificaciébn en E1, T, y 17-OHP de seis individuos tanto
maduros como inmaduros. El limite de deteccién fue de 0.38-2.77 ng/mL, mientras que
el limite de cuantificacion fue 1.25-8.80 ng/mL. La precision mostro un rango de 13.02-
19.36, mientras que la recuperacion fue de 80-91% segun la hormona analizada. Junto
con los andlisis realizados en las especies comerciales, este capitulo constituye las
primeras detecciones hormonales realizadas en piel de cualquier elasmobranquio, la
primer deteccion de cortisol en tiburones, y la primera deteccion de estrona e

hidroxiprogesterona en C. carcharias.
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Introduccién

Generalidades

Las hormonas son biomoléculas secretadas por células especializadas en
glandulas endocrinas del cuerpo. Estas sustancias tienen la capacidad de regular
funciones clave en 6rganos como las gonadas, rifiones, higado y otros (Campbell y
Farrell, 2012; Idler, 2012). El sistema circulatorio y la sangre es el medio de transporte
principal de las hormonas, lo cual, implica su exposicion con multiples células y tejidos.
A pesar de esto, las hormonas solo interactian con aquellas células diana que cuentan
con los receptores adecuados para su reconocimiento (Beato et al. 1996, Campbell et
al. 2008). Dentro de los diferentes tipos, las hormonas esteroides son clave en los
analisis fisioldégicos debido a su relevancia en la regulacién de estrés, crecimiento, y
reproduccion. Las hormonas esteroides, incluyendo progestagenos, andrégenos,
estrogenos y corticosteroides, participan en la regulacion de procesos biologicos

mediante retroalimentaciones positivas y negativas (Idler 2012, Melmed et al. 2015).

Las hormonas esteroides reciben su nombre al sintetizarse del colesterol, lo que
también explica sus propiedades lipidicas (Beato et al. 1996, Melmed et al. 2015). La
esteroidogénesis requiere de varias enzimas para la transformacion del colesterol en
esteroides especificos (Fig. 21). Este proceso comienza en la mitocondria con la
reaccion del colesterol y la enzima de escision de la cadena lateral, las cuales,
permiten la sintesis de pregnenolona; la principal precursora de hormonas esteroides
(Beato et al. 1996). Posteriormente, la sintesis de hormonas nuevas estara relacionada
con la glandula de origen, asi como con su interaccién con enzimas, otras hormonas,
y metabolitos especificos. Al secretarse, las hormonas esteroides son transportadas
en la sangre a través de proteinas transportadoras especificas, como la globulina
fijadora de hormonas sexuales y la globulina fijadora de corticosteroides. El
mecanismo de accion de las hormonas esteroides esta ligado a aquellas células diana
con los receptores especificos para el reconocimiento de cada hormona (Beato et al.
1996, Melmed et al. 2015).
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Figura 21. Diagrama general de las rutas en la esteroidogénesis humana como ejemplo de las rutas
metabdlicas para la sintesis de esteroides en vertebrados (Tomado de: Haggstrom y Richfield 2014).

A diferencia de las hormonas peptidicas que tienen sus receptores en la
membrana de las células diana, las hormonas esteroides interactlian con receptores
intracelulares. Debido a su naturaleza lipidica, estas hormonas pasan por difusién a
través de la membrana plasmatica. Una vez en el citoplasma, se unen a receptores
especificos y se dirigen al ndcleo de la célula. El complejo hormona-receptor se une a
secuencias especificas de ADN para la regulacion de ciertos genes y aumenta asi, la
produccion y disponibilidad de las proteinas codificadas (Beato et al. 1996, Melmed et
al. 2015).
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Investigacion en vertebrados y estado del arte en condrictios

Los estudios sobre hormonas esteroides en vertebrados han enfocado sus
esfuerzos en conocer el efecto de hormonas especificas como el estradiol (E2), la
testosterona (T), y la progesterona (P; Idler 2012). Esto se debe a que dichas
sustancias juegan un papel clave en procesos reproductivos como la gametogénesis,
la maduracion sexual y la gestacidon en mamiferos, aves, peces 6seos y condrictios
(Amaral et al. 2010, Awruch 2013, Ramirez-Gonzalez et al. 2016).

La mayoria de los estudios con vida salvaje se realizan mediante necropsias o
con el manejo de individuos en cautiverio. Esto esta relacionado en parte, con la
naturaleza invasiva - o letal- de los métodos utilizados y a las dificultades de aplicar
dichas metodologias en individuos de vida libre (Becerril-Garcia et al. 2020a). Estas
limitaciones han contribuido al desconocimiento de la endocrinologia de varias
especies marinas, incluidos taxones vulnerables como los condrictios (Hammerschlag
y Sulikoski 2011, Maruska y Gelsleichter 2011, Awruch 2013).

Los condrictios se caracterizan por un esqueleto cartilaginoso, fertilizacion
interna y ausencia de vejiga natatoria (Compagno et al. 2005). Este grupo incluye a
mas de 500 especies de tiburones, 630 de rayas y 49 de quimeras, incluyendo
especies oviparas y viviparas tanto placentarias como aplacentarias (Hamlett 2011;
Castro et al. 2016; Weigmann, 2016). La diversidad de estrategias reproductivas en
estas especies refleja los diferentes procesos fisiolégicos y hormonales que han
evolucionado desde hace mas de 400 millones de afios (Compagno et al. 2005;
Maruska y Gelsleichter 2011; Gelsleichter y Evans 2012; Castro et al. 2016).

En tiburones y rayas, el analisis endocrinolégico ha brindado informacion sobre
mecanismos fisioldégicos durante la maduracién sexual, apareamiento, gestacion, y
alumbramiento (Awruch 2013, Becerril-Garcia et al. 2020a). Dicho entendimiento se
sustenta en los estudios (n=59 articulos) realizados a la fecha en al menos 30 especies
de elasmobranquios. A pesar de que dichos estudios se hayan realizado en oviparos
y viviparos, el porcentaje total de especies estudiadas representa menos del 5% de la
diversidad global de elasmobranquios (Becerril-Garcia et al. 2020a). La plasticidad

biol6gica observada en este taxdn cosmopolita, asi como a los inherentes estimulos
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ambientales a los que se ve sometido, son factores relevantes que explican el vacio
de informacion que existe en una linea de investigacion poco explorada como la
endocrinologia de condrictios (Hamlett 2013). Aunado a la baja cantidad de especies
estudiadas, la diversidad de métodos implica un sesgo natural en las comparaciones
entre estudios. Actualmente, los esfuerzos globales estan poco coordinados y no
cuentan con un sistema de estandarizacion para mejorar las comparaciones entre

diferentes especies y regiones (Becerril-Garcia et al. 2020a).

En términos de conservacion, el entendimiento de los procesos fisiologicos -
como aquellos relacionados con la generacion de hormonas esteroides- permite
complementar evaluaciones para el manejo ecosistémico (Manire et al. 2007,
Bouyoucos et al. 2018, Rangel et al. 2021a,b). Este entendimiento puede resultar
relevante en el manejo de los elasmobranquios aprovechados por pesca
(Carcharhinidae, Alopiidae, Dasyatidae, Gymnuridae) y/o turismo (Carcharhinidae,
Lamnidae, Myliobatidae) en lugares con el interés y la capacidad técnica como México
y otros paises (Arreguin-Sanchez y Arcos-Huitron 2011, Ramirez-Amaro et al. 2013,

Cisneros-Montemayor et al. 2020).

Panorama y futuras direcciones de investigacion

A pesar de los avances obtenidos, el estudio de las hormonas esteroides en la
reproduccion de condrictios puede ser considerado como una linea de investigacion
reciente, la cual, nace en los afios sesenta y tiene un primer auge en la década de los
90’s (Fig. 21). Para la deteccion de las hormonas esteroides se han utilizado métodos
analiticos de naturaleza fisica (cromatografia de gases; liquida), o bioquimica
(inmunoensayos), siendo el radioinmunoensayo el método mas utilizado a la fecha. A
pesar de ello, el mayor nimero de hormonas se detectd utilizando técnicas de
cromatografia liqguida con espectrometria de masas (Fig. 21). Los alcances de la
técnica permiten una optimizacion en el uso de biopsias, ya que es posible medir
multiples parametros a partir de una sola extraccion (Lyons y Wynne-Edwards, 2019).
Esta es una de las principales ventajas de los métodos fisicos ante los inmunoensayos.

La matriz biolégica utilizada con mayor frecuencia es el plasma sanguineo, aunque
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otras matrices también han sido exploradas, tales como el masculo, gbnadas, semen
y vitelo (Fig. 22).
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Figura 22. Literatura cientifica relacionada con el andlisis de hormonas esteroides en condrictios
durante 1963-2020 (n = 59 articulos). (A) Metodologia, (B) matriz bioldgica, (C) hormonas por articulo y
(D) numero de articulos segun periodo de estudio. Abreviaturas: RIA, radioinmunoensayo; EIA / ELISA,
inmunoensayo enzimatico o ensayo inmunoabsorbente ligado a enzima; TRFIA, inmunoensayo
fluorescente de resolucién temporal; PC / TLC-GC, cromatografia en papel o cromatografia en capa fina
seguida de cromatografia de gases; LC-MS / MS, cromatografia liquida acoplada con espectrometria
de masas en tandem de triple cuadrupolo e ionizacién por electro pulverizacién con monitorizaciéon de
reacciones multiples; P, plasma; H, histotrofo; M, musculo; G, génada; S, suero; Se, Semen; Y, yema
de huevo (Tomado de: Becerril-Garcia et al. 2020a).

Los avances tecnoldgicos en la optimizacion de métodos analiticos han
permitido complementar y estandarizar procedimientos para extraer, detectar y
cuantificar hormonas. No obstante, los estudios publicados son escasos y en general,
constituyen exploraciones descriptivas. De esta manera, las investigaciones al
respecto pueden ser consideradas como una frontera de conocimiento que no ha sido
desarrollada como otras disciplinas médico-biologicas (Becerril-Garcia et al. 2020Db).
En este sentido, los constantes avances tecnoldgicos, la actualizacion y optimizacion
de estos estudios pueden favorecer la implementaciéon de nuevas herramientas para

el monitoreo y entendimiento de los condrictios y otras especies.
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El presente capitulo tuvo el objetivo de desarrollar e implementar un método
poco invasivo para el estudio de la fisiologia reproductiva del tiburon blanco C.
carcharias. Su desarrollo se realiz6 mediante pruebas en las especies comerciales
Mustelus lunulatus e Hypanus dipterurus (Ramirez-Amaro et al. 2013; DOF 2018), las
cuales, proporcionaron informacion inédita sobre niveles hormonales en ambos
taxones. Los resultados de las pruebas (Anexo | y Il) permitieron cumplir la meta
principal del capitulo, la cual, fue proporcionar una herramienta alternativa para

eficientizar el uso de biopsias de especies protegidas como C. carcharias.

Materiales y Método

El analisis de hormonas esteroides en piel del tiburén blanco via LC-MS/MS se
desarrollo a partir de pruebas (precision/recuperacion, supresion de iones, efecto de
la matriz biolégica y tamafio de la biopsia) realizadas en dos especies de interés
pesquero (Anexo | y IlI). El primer anexo incluye las pruebas realizadas con
extracciones en fase sélida y, junto con los resultados de este capitulo, constituyen las

primeras detecciones de hormonas esteroides en piel (150 mg) de elasmobranquios.

Las primeras extracciones fueron aceptables en términos de precision y
recuperacion para ciertas hormonas (Tabla 7, Anexo 1). No obstante, los extractos
presentaron sedimentos que interfirieron con el funcionamiento del LC-MS/MS. La
presencia de estos precipitados se vinculé con la interaccion de los tejidos de
elasmobranquio, con las sales del kit QUEChERS vy la necesidad de un ajuste en el
filtrado.

El conocimiento generado trajo consigo nuevos aspectos a considerar, como la
cantidad minima de materia a utilizar y los procesos a realizar para una extraccion
compatible con LC-MS/MS. Aunque los problemas de filtracion en la extraccion de fase
sélida no pudieron ser solventados, los resultados sirvieron de base para realizar
nuevas pruebas de extraccion liquido-liquido segun el método implementado por
Whittmaack et al. (2022). La cantidad de masa (mg) se defini6 mediante la
comparacion de los perfiles hormonales obtenidos en piel de 50 y 150 mg. Los

resultados preliminares (Anexo 2) mostraron que las biopsias de 50 mg tuvieron un
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mejor rendimiento al superar el control de calidad y proporcionar detecciones
hormonales con concentraciones por encima del limite de cuantificacion. Estas
conclusiones, junto con la necesidad de optimizar el uso de biopsias, motivo el estudio
de la piel del tiburén blanco como una matriz biolégica para la medicion de hormonas

esteroides de forma poco invasiva.

Datos bioldgicos y obtencion de muestras

La identificacion de los tiburones blancos, asi como su estimacion de talla, se
realiz6 conforme a las consideraciones metodoldgicas generales (pag. 43). A partir de
investigaciones recientes y los criterios mencionados por Bruce y Bradford (2012), se
utilizé la siguiente caracterizacion para definir el estadio reproductivo de C. carcharias

en Isla Guadalupe:

Juvenil (151-230 cm). Tiburones que inician procesos fisioldgicos relacionados
con la maduracién sexual. Contempla individuos con tallas mayores que los neonatos,
pero menores a las tallas mas pequefias que usualmente son observadas en las aguas
circundantes de Isla Guadalupe. El rango considera informacién de Ofate-Gonzéalez
et al. (2017) y el reporte de un macho con gonopterigios semi calcificados en Galvan
et al. (2010).

Subadulto (Machos: 231-340 cm LT; Hembras: 250-410 cm LT). Tiburones que
depredan sobre pinnipedos y cefalépodos en sitios oceanicos de agregacion como Isla
Guadalupe y el SOFA (Weng et al. 2007; Hoyos-Padilla et al. 2016; Becerril-Garcia et
al. 2020b). El rango incluye las tallas minimas de ambos sexos, usualmente
observadas en aguas de Isla Guadalupe segun Becerril-Garcia et al. (2019c), asi como
el registro de un macho maduro en el noroeste de México por Galvan et al. (2010) y la

talla de madurez sexual para hembras mencionada por Ebert et al. (2020)

Adulto (Machos >340 cm; Hembras > 410 cm). Tiburones que han alcanzado
la madurez sexual y que fisiolégicamente son capaces de reproducirse (Galvan et al.
2010, Ebert et al. 2020).

Las biopsias de tiburén blanco (n=38) y los videos para foto-identificacion fueron
recabados por el equipo de la UABC, ECOCIMATI A.C., Pelagios-Kakunja A.C. y
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CICIMAR-IPN entre el 15 de octubre y el 20 de noviembre de 2018 (Oficios de
autorizacion de colecta SGPA/DGGVS/004284/18, SGPA/DGGVS/06999/17, y
SGPA/DGGVS/06673/17). Dichas instituciones participan desde hace mas de una
década en el estudio de C. carcharias en la Reserva de la Biosfera Isla Guadalupe
(Hoyos-Padilla et al. 2016; Santana-Morales et al. 2021).

La intencion de probar una nueva herramienta poco invasiva para evaluar
niveles hormonales surgié con el fin de complementar este y otros monitoreos de
especies protegidas a nivel nacional e internacional. Las biopsias fueron obtenidas
mediante un arpén hawaiano con punta modificada y posteriormente almacenadas en
un tubo Eppendorf de 2 mL a -20 °C. Al finalizar la temporada en diciembre de 2018,
las biopsias fueron trasladadas a The Institute of Environmental and Human Health
(Texas Tech University) para su resguardo previo a la extraccion y andlisis de
hormonas esteroides (Permiso CITES No. MX 94515).

Extraccion liquido-liquido de hormonas esteroides

Se utilizé un método modificado de Whitmaak et al. (2022) para la extraccion de
muestras de piel (50 mg) de C. carcharias. El tejido se colocé en tubos de tipo Lysing
Matrix A de 2 mL (MP Biomedicals) que contenian una perla de ceramica y arena. Se
agregaron 1400 pL de acetonitrilo (A955-4; Optima LC/MS; Fisher Chemical) a los
tubos antes de agregar las muestras. Luego, los tubos se colocaron en un FastPrep
24 (FastPrep Instrument, Q-Biogene, CA, EUA) y se homogeneizaron durante ocho
rondas durante 45 s a 6.5 m/s. Una vez que se homogeneizé el tejido, los tubos se
agitaron en vértex durante 30 s (mezclador vortex de velocidad fija; Fisher Scientific) y
luego se centrifugaron a 5000 xg durante 5 min (Eppendorf® 5424 R) para separar el

sobrenadante del tejido, las perlas, y la arena.

Una vez centrifugado, el sobrenadante se transfiri6 a tubos de vidrio de
borosilicato (Fisherbrand®). Se agregaron 800 pL de acetonitrilo a los tubos de
homogeneizacion y el proceso se repiti6 tres veces. Se afiadieron 2.75 mL de hexano
(H303-1; Optima Fisher Scientific) a los tubos de vidrio de borosilicato que contenian

el sobrenadante y los tubos se agitaron durante 30 s. Una vez que los dos disolventes

93



se separaron por densidad, el hexano de la capa superior se eliminé con cuidado y se
desecho6 adecuadamente. Este paso se repitio tres veces para eliminar lipidos. Luego,
el sobrenadante restante se incub6 a -20 °C durante la noche para solidificar los lipidos
restantes. El sobrenadante fue recuperado y evaporado bajo nitrégeno a 30 °C. Todos
los tubos se reconstituyeron con 500 uL de metanol de grado LC-MS, se agitaron
durante 30 s y permanecieron en sonicacion durante 5 min. Posteriormente, las
muestras se filtraron a través de filtros giratorios de acetato de celulosa (0.22 um;
Corning® Costar® Spin-X®) y se centrifugaron a 12,000 x g durante 1 min. Una vez
filtradas, las muestras se transfirieron a tubos de vidrio de borosilicato limpios. Se
agregaron 500 pL adicionales de metanol de grado LC-MS al tubo, se agité con vortex
durante 30 s, y se filtr6 para enjuagar cualquier resto de hormona del tubo o la
membrana del filtro. El filtrado se transfiri6 a un tubo de vidrio nuevo y limpio y
posteriormente se evapor6é a 30 °C. Las muestras se reconstituyeron con 50 uL de
estandares hormonales marcados isotopicamente de 50 ppb (Cerilliant, Round Rock,
TX, EUA; o Cambridge Isotope Laboratories Inc., Tewksbury, WA, EUA). Por altimo,
las muestras se transfirieron a viales Wheaton (0.3 mL, 12 x 32 mm; transparentes) y

se almacenaron a -20 °C hasta el analisis de deteccion.

Deteccion de hormonas

Control de calidad

Las pautas de control de calidad del Método 539 de la Agencia de Proteccion
Ambiental de los Estados Unidos (EPA, por sus siglas en inglés) se utilizaron como
referencia para los analisis de este capitulo. Segun sus directrices, la precision del
método se evalua mediante la desviacioén estandar relativa (% RSD) < 20 para todos
los analitos y por la eficiencia de extraccion (porcentaje de recuperacion) que deberia
encontrarse entre el 70 y el 130 % del valor real. No obstante, es importante sefalar
gue este método de la EPA se estableci6 para muestras de agua y no tiene en cuenta
las interferencias en tejidos organicos como los analizados en esta investigacion. En
este sentido, dicha referencia se utiliza inicamente como punto de comparacion para

los analisis en matrices biolégicas.
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Las curvas de calibracién se prepararon utilizando los siguientes estandares
conocidos: 1, 5, 10, 50, 250 y 500 ppb para todas las hormonas. Para calcular la
recuperacion de cada hormona, se compard el promedio del area isotopica de las
muestras enriquecidas con el promedio del &rea isotopica de las muestras no
enriquecidas. En cuanto a la precision, la desviacion estandar del area isotopica de las
muestras enriguecidas se comparo con el promedio de su area isotopica. El limite de
deteccion (LD) y el limite de cuantificacién (LQ) se calcularon utilizando un estandar
de 1 ppb por hormona. A continuacion, el instrumento midio el estandar de siete a diez
veces consecutivas con el fin de calcular la desviacion estandar de los valores

obtenidos.

Anélisis LC-MS/MS

Las hormonas se analizaron con un sistema UPLC Dionex Ultimate 3000
acoplado con un espectrometro de masas de triple cuadrupolo TSQ Endura (Thermo
Fisher, Waltham, EUA). Se us6 una sonda de ionizacion por electro pulverizacion
calentada (HESI) para todos los analitos, con excepcién de los estrogenos. Los
estrogenos se analizaron en una sonda de ionizaciéon quimica a presion atmosférica
(APCI) ya que la sensibilidad usando HESI no fue satisfactoria. La separacion de los
analitos se realizé en una columna C18 (Kinetex®; 2,6 um C18 100 A LC Column 50
x 2,1 mm) equipada con una pre-columna C18 (cartuchos SecurityGuard™ ULTRA
UHPLC C18 para columnas de 2,1 mm de DI con soporte SecurityGuard™ ULTRA
para Columnas UHPLC de 2,1 a 4,6 mm de DI). La columna se mantuvo a 30°C
durante el andlisis. El volumen de inyeccion fue de 10 mL por muestra. Los materiales
de referencia no etiquetados utilizados para las curvas estandar se adquirieron de
Sigma Aldrich (St. Louis, MO, EUA).

La separacion cromatografica de T, P4, A4, 17-OHP, F, E y CORT se logr6 con
una sonda HESI en modo de iones positivos. Las fases moviles fueron agua con acido
férmico (FA) al 0.1 % de grado LC-MS y acetonitrilo FA al 0.1 % de grado LC-MS, con
un caudal mantenido de 300 puL/min. La separacién de hormonas se realiz6 con el
siguiente programa de gradiente: inicialmente se mantuvo el 5% de acetonitrilo FA al

0.1% durante 4 min, se aumento al 95% de acetonitrilo FA al 0.1% y se mantuvo
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durante los siguientes 4 min. Finalmente, el gradiente se regres6 a las condiciones

iniciales durante 4 min.

La separacidén cromatografica de E2 y E1 se realizé utilizando la sonda APCI en
modo ion negativo. Las fases moviles fueron agua de grado LC-MS y metanol de grado
LC-MS, y se mantuvo un caudal de 300 pL/min. La separacién de hormonas se realizo
con el siguiente programa de gradiente: inicialmente se mantuvo el 40 % de metanol
durante 2 min y se aument6é al 80 % de metanol durante los siguientes 4.5 min;
posteriormente se aumento al 100 % en los siguientes 2.5 min, y se mantuvo asi
durante 2.5 min mas. Finalmente, el gradiente se devolvio a las condiciones iniciales

después de 30 s.

La separacion cromatografica de la A4 se logré con una sonda HESI en modo
de iones negativos. Las fases méviles fueron agua de grado LC-MS + acetato de
amonio 20 mM y metanol de grado LC-MS con un caudal de 300 pL/min. La separacion
de hormonas se realizé con el siguiente programa de gradiente: inicialmente se
mantuvo el 5 % de metanol durante 3 min y se aumento al 95 % de metanol durante
los siguientes 3 min. Esto se mantuvo durante 3 min antes de aumentar al 100 % de
metanol durante los siguientes 2 min. Finalmente, el gradiente se devolvié a las

condiciones iniciales durante 1 min.

El andlisis de datos y la cuantificacion se realizaron con el software Xcalibur
(Thermo Fisher, Waltham, MA, EUA). Se seleccionaron dos transiciones de monitoreo
de reaccidén multiple para cada analito con fines de cuantificacién. Todos los datos de
hormonas se evaluaron a través de la proporcién de iones, con el fin de que los datos

fueran robustos y concisos.
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Resultados

El andlisis de 50 mg de piel proporcion6 un perfil de siete hormonas esteroides
vinculadas con la reproduccion y regulacion del estrés en tiburones. Esto incluye la
informacion de dos estrégenos (E1 y E2), dos andrdégenos (A4, T), dos progestagenos
(P4, 17-OHP) y dos glucocorticoides (F, CORT) en las tres especies analizadas en
este capitulo. Segun la hormona analizada, el limite de deteccion presenté un rango
de 0.38-2.77 ng/mL, mientras que el rango del limite de cuantificacion fue del.25-8.80

ng/mL. Los limites minimos se observaron en A4 y los maximos en E2 (Tabla 4).

Tabla 4. Limites de deteccién (ng/mL) y cuantificacién (ng/mL) de las hormonas analizadas en piel de
C. carcharias via extraccion liquido-liquido y LC-MS/MS.

Hormona Limite de deteccion Limite de cuantificacion

Estrona (E1) 0.62 1.98
Estradiol (E2) 2.77 8.80
Androstenediona (A4) 0.38 1.25
Testosterona (T) 0.54 1.80
Progesterona (P4) 0.40 1.34
Hidroxyprogesterona (17-

OHP) 0.74 2.46
Cortisol (F) 1.15 3.83
Estrona (E1) 0.84 2.8

Los valores de precision expresados en términos de desviacién estandar
relativa, asi como el porcentaje de recuperacion segun la hormona analizada se
muestran en la Tabla 6. La precision tuvo un rango de 13.02-19.36, cumpliendo asi
con un error aceptable de acuerdo con la EPA. Los valores de recuperacion segun la
hormona fueron de 80-91% (Tabla 5, Fig. 24). Todas las mediciones reflejaron valores
favorables con respecto al control de calidad ejercido en el estudio, incluyendo valores
aceptables a 6ptimos en términos de precision (Fig. 23) y eficiencias de extraccion
(Fig. 24).

Las biopsias de piel (50 mg) proporcionaron perfiles de siete hormonas
esteroides en 19 tiburones blancos (Tabla 6). El proceso de foto identificacion y la
determinacion del sexo permitié vincular estos perfiles con 11 hembras (tres adultos,
cinco subadultos, dos juveniles y uno sin identificar) y ocho machos (cuatro adultos,

dos subadultos y dos juveniles). Estos perfiles incluyeron detecciones mayores al limite
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de cuantificacion en las hormonas E1, T, y 17-OHP en seis individuos (cuatro hembras

y dos machos) tanto maduros como inmaduros.

Tabla 5. Porcentaje de recuperacion de hormonas esteroides extraidas de 50 mg de piel de C.
carcharias y valores de precision expresados en desviacion estandar relativa. SD= Sin datos.
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Precision (DER)
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Hormona (abreviacién) Precisién Recuperacion
Estrona (E1) SD SD
Estradiol (E2) SD SD
Androstenediona (A4) 13.02 88%
Testosterona (T) 18.09 89%
Progesterona (P4) 19.36 80%
Hidroxyprogesterona (17-OHP) 15.97 91%
Cortisol (F) 15.76 81%

E1l
Hormona

E2 A4 T P4
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F

Figura 23. Valores de precision en términos de desviacion estandar relativa (DER) en la medicién de
siete hormonas esteroides de piel de C. carcharias. Linea marca el valor de precisién minimo segun los
criterios del Método 539 EPA.
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Figura 24. Porcentaje de recuperacion de siete hormonas esteroides extraidas de 50 mg de piel de C.
carcharias. Linea marca el % minimo segun los criterios del Método 539 EPA.

Las detecciones de andrégenos solo fueron observadas en machos, mientras
gue los progestagenos y estrégenos solo se observaron en hembras. Ninguno de los
tiburones juveniles mostré picos hormonales en piel. Lo mismo sucedié con los picos
hormonales de E2, A4, P4 y F, los cuales no fueron encontrados en ninguna de las
biopsias analizadas. De las 171 mediciones reportadas en el panel de perfiles

hormonales (Tabla 6), el 96% (n=165) evidenciaron la ausencia hormonas esteroides.

El estrogeno E1 se detectd en la piel de tres hembras: dos adultas y una
subadulta dentro de un rango de 3.5-5.4 ng/mL (Tabla 6). Estos individuos presentaron
cicatrices de mordidas de otros tiburones cerca de las hendiduras branquiales y las
aletas pectorales (Fig. 25a,b,c). El progestageno 17-OHP se detecté en una hembra
subadulta con una concentracion de 8.3 ng/mL y cicatrices en la cabeza posiblemente
ocasionadas por cefalépodos (Tabla 6, Fig. 25d). Las detecciones de T fueron las mas
altas en el panel hormonal analizado y se encontraron en un individuo adulto (83.3
ng/mL, Fig. 25e) y otro subadulto (71.6 ng/mL; Fig. 25f).
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Figura 25. Tiburones blancos con detecciones de picos hormonales en 50 mg de piel analizada via LC-
MS/MS: a. TB4 (hembra, 450 cm LT, estrona); b. TB15 (hembra, 350 cm LT, estrona); c. TB16 (hembra,
600 cm LT, estrona); d. TB14 (hembra, 350 cm, 17- hidroxiprogesterona); e. TB2 (macho, 400 cm LT,
testosterona); f. TB7 (macho, 250 cm LT, testosterona).
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Tabla 6. Tabla 6. Perfiles hormonales de los individuos analizados de Carcharodon carcharias (n=20) provenientes de Isla Guadalupe, Baja California, via extraccion
liquido-liquido en biopsias de piel (50 mg) y LC-MS/M, con informacion sobre su sexo (M=Macho; H= Hembra), estadio reproductivo, y concentracién de hormonas
en ng/mL (E2=estradiol; T= testosterona; P4= progesterona; CORT= corticosterona; E1= estrona; A4= androstenediona; 17-OHP= 17-hidroxiprogesterona; F=

cortisol; E= cortisona). Valor entre paréntesis indica una deteccién por debajo del limite de cuantificacién. NE= No encontrada.

Cédigo Fecha Sexo LT Estadio El E2 A4 T P4 17-OHP F
TB1 27-oct-18 M 375 Adulto NE NE NE NE NE NE NE
TB2 29-oct-18 M 400 Adulto NE NE NE 83.3173145 NE NE NE
TB3 06-nov-18 M 400 Adulto NE NE NE NE NE NE NE
TB4 29-oct-18 H 450 Adulto 5.37069634 NE NE NE NE NE NE
TB5 25-oct-18 H  Sin datos Sin datos NE NE NE NE NE NE NE
TB6 03-nov-18 M 200 Juvenil NE NE NE NE NE NE NE
TB7 04-nov-18 M 250 Subadulto NE NE NE 71.6558873 NE NE NE
TB8 27-oct-18 M 200 Juvenil NE NE NE NE NE NE NE
TB9 27-oct-18 H 200 Juvenil NE NE NE NE NE NE NE
TB10 20-nov-18 H 220 Juvenil NE NE NE NE NE NE NE
TB11 15-oct-18 H 420 Adulto NE NE NE NE NE NE NE
TB12 25-oct-18 H 400 Subadulto NE NE NE NE NE NE NE
TB13 29-oct-18 H 375 Subadulto NE NE NE NE NE NE NE
TB14 06-nov-18 H 350 Subadulto NE NE NE NE NE 8.337 NE
TB15 06-nov-18 H 350 Subadulto (1.906) NE NE NE NE NE NE
TB16 28-oct-18 H 600 Adulto 3.528 NE NE NE NE NE NE
TB17 04-nov-18 H 300 Subadulto NE NE NE NE NE NE NE
TB18 04-nov-18 M 350 Adulto NE NE NE NE NE NE NE
TB19 04-nov-18 M 300 Subadulto NE NE NE NE NE NE NE
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Discusion

La dermis de elasmobranquio es una matriz biolégica en donde es posible
evidenciar picos hormonales en biopsias tan pequeilas como 50 mg. Esto se vio
reflejado en los resultados de las pruebas en especies comerciales y en la piel de C.
carcharias. En esta especie fue posible obtener un panel con informacién sobre
presencia/ausencia de siete hormonas esteroides, a partir de las biopsias obtenidas
durante monitoreos poco invasivos. La metodologia de minima invasion implementada
en este capitulo puede ser replicada y optimizada para el monitoreo de la fisiologia

reproductiva en poblaciones de condrictios (Hammerschlag y Sulikowsky 2011).

El método propuesto redujo la cantidad de materia necesaria en un 97.5%, y
generd6 mas del doble de informacién en términos del nimero de hormonas al
compararlo con otros estudios en elasmobranquios (Prohaska et al. 2013 ab, Verkamp
et al. 2021). En las investigaciones publicada hasta 2020, la media del nimero de
hormonas analizadas por estudio era 3.3 (Becerril-Garcia et al. 2020); por lo que se
superd substancialmente una de las metas de la tesis. La media observada en otros
estudios se vinculé con el uso de inmunoensayos y biopsias de aproximadamente
2,000-5,000 mg que permitieron analizar de 1-3 hormonas segun el método en otras
especies, incluyendo a tiburones blancos del Atlantico (Verkamp et al. 2021).

Los resultados de las especies analizadas constituyen, junto con el trabajo de
Lyons y Wynne-Edwards (2019), los primeros estudios en aprovechar las ventajas del
uso de LC-MS/MS (Becerril-Garcia et al. 2020a). Las concentraciones observadas y el
control de calidad implementado permiten comparaciones factibles en estudios futuros.
Adicionalmente, otorga niveles altos de precision al cuantificar estro6genos,
progestagenos, andrégenos y glucocorticoides con una precision cercana a 1 ng/mL.
De esta manera, se proporciona una alternativa poco invasiva para el monitoreo de
fauna amenazada incluyendo a tiburones y rayas (Hammerschlag y Sulikowsky 2011,
Dulvy et al. 2021).

La ausencia de esteroides en juveniles, asi como la deteccion de picos de

androgenos en machos y estrégenos/progestagenos en hembras sugieren que 50 mg
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de piel son suficientes para monitorear el estado reproductivo y estrés de los tiburones
blancos en Isla Guadalupe (Hammerschlag y Sulikowsky 2011, Verkamp et al. 2021).
A diferencia de las detecciones de cortisol en especies comerciales (Anexo | y 1), los
tiburones blancos no mostraron sefales de esta hormona en su piel. Es probable que
esto sea indicador de buena salud en términos generales (Skomal y Bernal, 2010),
aunqgue la medicién de otras hormonas como la corticosterona, cortisona y sobre todo
1a-hidroxycorticosterona podrian complementar significativamente los perfiles
obtenidos (Lyons y Wynne-Edwards 2019, Ruiz-Jarabo et al. 2019). Adicionalmente,
es probable que los niveles de glucocorticoides observados en H. dipterurus y M.
lunulatus (Anexo |y II) estén relacionados. Los niveles de estrés podrian variar segun
la disponibilidad de alimento, interaccién con depredadores y competidores, asi como
su propio estadio reproductivo (Awruch et al. 2013, Becerril-Garcia et al. 2020, Towner
et al. 2022).

La presencia de hormonas en la piel podria ser indicio de un proceso de
excrecion natural, posterior a flujos hormonales intensos dentro de los procesos
reproductivos y retroalimentaciones hormonales de un individuo (Becerril-Garcia et al.
2020a). Conocer y caracterizar el transporte de las hormonas hacia otros tejidos, sobre
todo en tiempos de permanencia y su ventana de tiempo, es fundamental para
construir argumentos solidos. Esto se puede lograr a partir de marcadores y
observaciones con animales en cautiverio, sobre todo aquellos que han regulado sus
ciclos reproductivos y que proporcionan informacion clave sobre la biologia
reproductiva de este grupo taxonémico (Chapman et al. 2007, Feldheim et al. 2010,
Henningsen et al. 2017).

Las hormonas excretadas podrian influenciar el olor y rastro de los tiburones
blancos y otros condrictios (Johnson y Nelson 1978, Heuter et al. 2004). A reserva de
las pruebas que confirmen o refuten este razonamiento, la comunicacion quimica entre
tiburones incluiria la deteccion de hormonas esteroides en otros individuos a través de
su olor y la presencia de particulas quimicas en el agua, tal y como sucede con la
deteccidn de presas estresadas mediante el olfato (Tester 1963 a,b, Strong et al. 1992,

1996). Esta comunicacion quimica resultaria esencial durante sus migraciones y
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agregaciones estacionales como sucede en las aguas circundantes de Isla Guadalupe
(Hoyos-Padilla et al. 2016). La ventana de tiempo reflejada por la piel en el tema
hormonal es incierta, y puede depender de la concentracion sistémica de las
hormonas, su interaccion con otras sustancias, y el propio tiempo de replicacion
dérmica de cada individuo (Heuter et al. 2004; Awruch et al. 2013, Becerril-Garcia et
al. 2020a, Dillon et al. 2022).

En conjunto con las sefales quimicas de las heces y los desechos metabdlicos
de las branquias, el olor de la piel por influencia de picos de esteroides y derivados,
podrian brindar informacién entre individuos con altas capacidades sensoriales como
son los tiburones blancos (Northcutt 1978, Strong et al. 1992, 1996, Desmki y Northcutt
1996). Esto seria de particular relevancia para la deteccion de tiburones del mismo o
diferente sexo, bajo la consideracién d que sus concentraciones son variables segun
el estadio reproductivo (Johnson y Nelson 1978). Un andlisis anatdbmico profundo junto
con la consideracion del estudio de receptores esclareceria el tema de la atraccion por
el olfato; el cual, representaria una de las fronteras en el estudio de feromonas en

tiburones, rayas y quimeras (Heuter et al. 2004).

El corto periodo transcurrido entre la toma de biopsias (28 octubre-6 de
noviembre), las pocas detecciones (n=6), y la falta de recapturas, fueron factores que
no permitieron el analisis temporal de las concentraciones en aguas de Isla Guadalupe.
Considerar la ampliacion del periodo de muestreo incrementa el nimero de dias de
observacion y, naturalmente, la probabilidad para la captura -y recaptura- de las
unidades utilizadas en un andlisis; ya sea en términos de biopsias, fotos, presencias
y/lo ausencias, etc. (Becerril-Garcia et al. 2020f, Petatan-Ramirez et al. 2019).
Independientemente, el alcance de futuras investigaciones se veria beneficiado a raiz
de estudios de linea base con especies de elasmobranquios que actualmente se

reproduzcan en cautiverio.

104



Conclusion

Las biopsias de piel de 50 mg son utiles para el monitoreo del estadio
reproductivo y estrés en tiburones. La metodologia implementada en tiburones blancos
de Isla Guadalupe proporcioné perfiles hormonales de siete hormonas en 19 tiburones
analizados. Estos resultados junto con las detecciones en especies comerciales
(Anexo | y 1) constituyen la primera deteccion de hormonas en piel de
elasmobranquios y las primeras cuantificaciones de cortisol en tiburones.
Adicionalmente, el método propuesto optimiza la cantidad de muestra en un 97%, lo
que pone en evidencia las ventajas y factibilidad de la extraccién liquido-liquido y
analisis LC-MS/MS para vida salvaje amenazada. Ante la evidencia obtenida, se
propone que las hormonas en la piel del tiburén blanco podrian ser detectadas por
otros tiburones. Esto tendria implicaciones en estudios de comunicacion quimica y
reconocimiento entre individuos principalmente durante sus agregaciones alimenticias
y reproductivas. La optimizacibn mediante estudios de linea base en condiciones
controladas permitird mejorar este método con el fin de generar inferencias solidas en

torno al fortalecimiento de monitoreos alrededor del mundo.
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RECOMENDACIONES

- Optimizar el método de medicidn y cuantificacion de hormonas en matrices como la
piel, el musculo, o el mucus de la piel de los elasmobranquios con el fin de
prevenir impactos y eficientizar el uso de las biopsias obtenidas.

- Utilizar, mejorar y actualizar la caracterizacion del estadio reproductivo propuesta
para C. carcharias en aguas de Isla Guadalupe (Materiales y Método, Capitulo
V).

- Considerar la implementacion de un monitoreo bioquimico para evaluar la
reproduccion y estrés del tiburén blanco y otras especies mediante el analisis

de hormonas esteroides en biopsias de piel.

- Realizar estudios de linea base en sobre los niveles hormonales en los tejidos de
especies modelo de tiburones y rayas bajo condiciones controladas de luz y

temperatura.

- Conocer el tiempo de permanencia y mecanismos de transporte de las hormonas
esteroides en tejidos de elasmobranquios, con el fin de optimizar su uso como

herramienta para un monitoreo bioquimico.

- Investigar el efecto de la alimentacion en la generacion de hormonas esteroides en

elasmobranquios bajo condiciones controladas de luz y temperatura.

- Promover la colaboracién global entre laboratorios para la optimizacion y
estandarizacion de la investigacion sobre el efecto y funcién de las hormonas
en condrictios, asi como su aplicacion en el entendimiento de la fisiologia

humana.
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ANEXO |. DESARROLLO DEL METODO. Extraccion en fase sélida y LC-MS/MS en de

piel, masculo, higado, gbnadas y suero sanguineo de H. dipterurus y M. lunulatus

Introduccién

El método para analizar hormonas esteroides en piel de C. carcharias se desarroll6 a partir de
pruebas realizadas en cinco tejidos (piel, musculo, higado, gbnada, y suero sanguineo) de dos
especies de elasmobranquios comerciales. El analisis de estos especimenes permitio la
identificacion del sexo y su estadio reproductivo. En este anexo se reportan los resultados de
las extracciones en fase sélida mediante el uso de un kit QUEChERS —(acrénimo en inglés
para Quick, Easy, Cheap, Effective, and Safe). Este kit ha demostrado su practicidad para el
analisis de pesticidas y hormonas en muestras tanto marinas como terrestres (Munaretto et al.
2013, Camilleri y Vulliet 2015, Oliveira et al. 2018, Shen et al. 2021). Por lo tanto, fue probado

como una primera alternativa para extraer hormonas de diferentes tejidos de elasmobranquios.

Objetivo general

Conocer la viabilidad de la extraccion en fase sélida via kit QUEChERS para el analisis LC-
MS/MS de hormonas esteroides en piel, masculo, higado y génadas de dos especies de

elasmobranquios (H. dipterurus y M. lunulatus).

Objetivos particulares

- Conocer el limite de deteccion y cuantificacion de hormonas esteroides extraidas via
QUECHERS.

- Conocer los porcentajes de extraccion y valores de precision para cada hormona y tejido
analizado.

- Obtener perfiles hormonales (> 3 esteroides) a partir de 150 mg de piel, masculo, higado
y gonada de individuos de diferentes estadios reproductivos de H. dipterurus y M.
lunulatus.

- Determinar las concentraciones hormonales en suero sanguineo de individuos de H.

dipterurus y M. lunulatus para utilizar sus valores como referencia en otros tejidos.
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Materiales y Método

Obtencion de biopsias de especies comerciales

En abril de 2018 se obtuvieron ejemplares de las especies Mustelus lunulatus (n=7) e
Hypanus dipterurus (n=21) en las localidades mexicanas de Punta Lobos (23.4625 N; -
110.2852 W) y Bahia de La Paz (24.1926 N;-110,3704 W), ambas en el estado de Baja
California Sur. El sexo de los individuos se definié segun la presencia de gonopterigios en
machos y la ausencia de dichas estructuras en hembras (Compagno et al. 2005). La madurez
sexual de los machos se determind de acuerdo con la calcificacion, rotacion y apertura del
rifioddn en gonopterigios, asi como con la presencia de semen en dicha estructura. En el caso
de las hembras, estas fueron consideradas sexualmente maduras al observarse conductos
reproductivos desarrollados, cicatrices de apareamiento y capsulas o embriones en el caso de
las hembras prefiadas. De cada espécimen, se obtuvo una muestra de 6 mL de sangre
mediante venopuncién cardiaca utilizando una jeringa esterilizada y un tubo de suero BD
Vacutainer (Ref. 367820).

Posteriormente, se obtuvieron 1-2 g de higado, génada, musculo y piel utilizando un
bisturi esterilizado y tubos Eppendorf para cada tejido. Todas las muestras fueron
transportadas en hielo al Centro Interdisciplinario de Ciencias del Mar (CICIMAR-IPN) en La
Paz, México. Las muestras de sangre se centrifugaron durante 15 min (1500 rpm/19 °C) para
la obtencion de suero, el cual, se almacend en criotubos a -80 °C junto con el resto de los
tejidos. Todas las muestras fueron transportadas para el desarrollo de la metodologia a The
Institute of Environmental and Human Health (Texas Tech University), en Lubbock, EUA,

donde se realiz6 una estancia de investigacion.

Extraccion de hormonas

Valores de referencia en suero sanguineo

La extraccion de hormonas en muestras de suero sanguineo se realiz6 mediante una
extraccion liquido-liquido utilizando 2mL de suero en un tubo de vidrio de borosilicato. Ademas,
siete duplicados se enriquecieron con 50 mL de 50 ppb de hormona estandar marcada
isotopicamente para la determinacion del control de calidad. Todas las muestras no

enriquecidas y enriquecidas se efluyeron utilizando al menos 8 mL de éter dietilico como
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disolvente de lavado. Una vez agregado el eluyente, los tubos se mezclaron durante 1 minuto.
Después de mezclar, se coloco el fondo del tubo en nitrégeno liquido para congelar la capa de
suero. A continuacion, el éter dietilico se decantd en un tubo de vidrio de borosilicato limpio y
luego se evaporo bajo nitrégeno comprimido a 35°C. La muestra se reconstituyé en 1.1 mL de
acetonitrilo de grado LC-MS; se agit6 y luego ese solvente se evapor6 bajo N2 a 35 °C. Las

muestras extraidas se almacenaron a -20°C hasta su analisis LC-MS/MS.

Extraccion en fase solida en tejidos de especies comerciales

En las matrices biolégicas de piel, musculo, higado, y génada, la extraccion se realizé
a partir de 150 mg de tejido homogenizado a 4°C en un tubo de vidrio de borosilicato limpio
con 1.4 mL de acetonitrilo grado LC-MS y el uso de un homogeneizador Kinematica Polytron™
PT 3100D. Una vez homogeneizado, el contenido de la muestra se transfirié a un tubo tipo
Falcon de 50 mL. Para tener un control de calidad y de manera similar a las muestras de suero,
siete duplicados se enriquecieron con 50 mL (50 ppb) de hormona estandar marcada
isotopicamente para la determinacion del control de calidad. Los tubos de borosilicato se
lavaron con 1 mL de agua grado LC-MS y se transfirieron al tubo Falcon. Este paso se repitio
para un total de tres lavados. Después del tercer lavado, se afiadié agua de grado LC-MS al
tubo Falcon hasta que el contenido llegé a 5 mL. Posteriormente, las muestras fueron agitadas
en vortex y los contenidos se llevaron hasta la marca de 15 mL con acetonitrilo de grado LC-

MS. A continuacién, las muestras se agitaron a mano durante 30 s.

Una vez agitado, se afiadio el paquete de sal del kit QUEChERS y el contenido se volvié
a agitar durante 60 s. Posteriormente, las muestras se centrifugaron a 2,900 rpm durante 5
minutos a 4°C. La capa superior de acetonitrilo se transfirié a un tubo dSPE del mismo kit y se
mezcloé durante 60 s. A continuacion, las muestras se centrifugaron durante tres minutos
(18.000 rpm/4 °C). El acetonitrilo se transfirié a un tubo de vidrio de borosilicato limpio y se
evaporo bajo nitrégeno comprimido a 25°C. Las muestras se reconstituyeron en 2 mL de 80:20
agua:metanol grado LC-MS; se mezclaron en vértex y luego fueron sometidas a sonicacion
durante 9 min. Las muestras de 2 mL se filtraron a través de un filtro giratorio de acetato de
celulosa de 0.22 um y se centrifugaron durante 60 s (12,000 rpm/19 °C). El filtrado resultante
se transfirié a un tubo de vidrio de borosilicato limpio y se evaporo bajo nitrdgeno comprimido

a 25°C. Las muestras extraidas se almacenaron a -20°C hasta su analisis.
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Deteccion de hormonas y analisis LC-MS/MS

El control de calidad siguio las mismas pautas descritas en la seccion de Materiales y
Método del Capitulo IV de esta tesis (Método 539, Agencia de Proteccibn Ambiental de los
Estados Unidos de América). Esto permitié conocer los valores de precision y recuperacion de
las hormonas esteroides analizadas en cada tejido. La precision del método se evalud
mediante la desviacion estandar relativa (% RSD). Un valor < 20 fue el indicador considerado
como aceptable para todos los analitos. La eficiencia de extraccion (porcentaje de
recuperacion) idealmente debe encontrarse entre el 70 y el 130 % del valor original de las
muestras. Las curvas de calibracion se prepararon en el mismo gradiente de concentraciones
conocidas de 1, 5, 10, 50, 250 y 500 ppb para todas las hormonas La recuperaciéon de cada
hormona se obtuvo mediante la comparacion del promedio del area isotopica de las muestras
enriquecidas con el promedio del area isotdpica de las muestras no enriquecidas. En cuanto a
la precision, la desviacion estandar del area isotopica de las muestras enriquecidas se
compard con el promedio de su area isotépica. El limite de deteccién (LD) y el limite de
cuantificacion (LQ) se calcularon utilizando un estandar de 1 ppb por hormona. A continuacion,
el instrumento midi6 el estandar de siete a diez veces consecutivas con el fin de calcular la
desviacion estandar de los valores obtenidos. Todas las hormonas fueron analizadas segun el
apartado Analisis LC-MS/MS (pag. 98) de la presente tesis.

Resultados

La extraccién y andlisis de hormonas esteroides via QUEChERS y LC-MS/MS permitio
la deteccion de nueve hormonas en los tejidos analizados de M. lunulatus y H. dipterurus. Los
perfiles hormonales incluyeron valores de E2, T, P4, CORT, E1, A4, 17-OHP, F y E con un
limite de deteccion entre 0.37-1.31 ng/mL; y un limite de cuantificacion entre 1.25-4.17 ng/mL
(Tabla 7). Las eficiencias de extraccion y la precision variaron segun la hormona y matriz
bioldgica dentro de un rango del 18-104%. Estos resultados son similares a lo observado en
otros estudios con elasmobranquios (Awruch et al. 2013, Becerril-Garcia et al. 2020a). No
obstante, se espera que estos valores aumenten después de un proceso de optimizacion y la

adquisicion de nuevas muestras.
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Tabla 7. Limites de deteccion (ng/mL) y cuantificacion (ng/mL) para las nueve hormonas analizadas en tejidos
de elasmobranquios comerciales via QueChERS y LC-MS/MS.

Hormona Limite de deteccion Limite de cuantificacién
Estradiol 0.74 2.63
Testosterona 0.53 1.79
Progesterona 0.40 1.34
Corticosterona 1.31 4.17
Estrona 1.23 411
Androstenediona 0.37 1.25
17-Hidroxyprogesterona 0.73 2.45
Cortisol 1.10 3.72
Cortisona 0.83 2.79

Valores de referencia en suero sanguineo

El suero sanguineo mostré los valores mas altos de eficiencia de extraccion y precision
en el andlisis de esteroides (Tabla 8). Esta matriz permitio la deteccién de las nueve hormonas
mencionadas durante la validacion. Las concentraciones de dichas hormonas oscilaron entre
0.37-742.67 ng/mL (media 56,06 + 17,41 ng/mL S.E.; n=55), con diferencias segun sexo y

estado de madurez de ambas especies.

Tabla 8. Porcentajes de recuperacion y precision (% desviacion estandar relativa) de las hormonas analizadas
en suero sanguineo de elasmobranquios comerciales.

Hormona Recuperacion Precision
Estradiol 73 11.8
Testosterona 104 13.1
Progesterona 88 194
Corticosterona 103 14.3
Estrona 77 16.8
Androstenediona 100 13.4
17-Hidroxyprogesterona 103 14.3
Cortisol 87 5.2
Cortisona 87 5.2

Recuperacion y precision por matriz analizada

La piel de los elasmobranquios comerciales mostrd valores aceptables en cuanto a
eficiencia de extraccion y precision para el analisis de esteroides (Tabla 9; Becerril-Garcia et
al. 2020a). Como se observo en el suero sanguineo, las muestras de piel permitieron la
deteccion de los nueve esteroides obtenidos en este estudio de validacion. Las
concentraciones de dichas hormonas oscilaron entre 0.11-207.33 ng/mL (media 31,38 + 4,40
ng/mL S.E.; n=84), con diferencias segun el sexo y el estado de madurez de ambas especies.
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Tabla 9. Porcentajes de recuperacion y precision (% desviacion estandar relativa) de las hormonas analizadas
en piel de elasmobranquios comerciales.

Hormona Recuperacion Precisién
Estradiol 99 22.34
Testosterona 42 8.51
Progesterona 22 15.33
Corticosterona 53 13.21
Estrona 43 17.69
Androstenediona 31 12.71
17-Hidroxyprogesterona 53 13.21
Cortisol 46 4,93
Cortisona 46 4,93

Las muestras de muasculo permitieron la deteccién de todos los esteroides obtenidos en
este estudio a excepcion de P4 y E1. Las concentraciones de esteroides detectados oscilaron
entre 0.69-39.91 ng/mL (media 6,77 £ 1,63 ng/mL S.E.; n=31), con diferencias segun sexo y el
estado de madurez de ambas especies. Las recuperaciones y la precision en cuanto a la
extraccion de hormonas fueron bajas, aunque similares a lo observado en otros estudios con
suero (Tabla 10).

Tabla 10. Porcentajes de recuperacién y precision (% desviacién estandar relativa) de las hormonas analizadas
en musculo de elasmobranquios comerciales.

Hormona Recuperacion Precision
Estradiol 32 15.82
Testosterona 44 19.93
Progesterona 29 21.50
Corticosterona 43 22.08
Estrona 28 18.96
Androstenediona 42 22.99
17-Hidroxyprogesterona 43 22.08
Cortisol 57 31.87
Cortisona 57 31.87

Un total de seis esteroides fueron detectadas en las muestras de higado, incluidos T,
CORT, A4, 17-OHP, F y E. Las concentraciones de dichas hormonas oscilaron entre 0.63 y
182.43 ng/mL (media 26,45 + 8,27 ng/mL S.E.; n=21), con diferencias segun sexo y estado de
madurez de ambas especies. Los porcentajes de recuperaciones y de precision Tabla 11. Los
valores de E2 y E1 no se obtuvieron debido a problemas técnicos con el instrumento durante

las mediciones.
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Tabla 11. Porcentajes de recuperacion y precision (% desviacion estandar relativa) de las hormonas analizadas

en higado de elasmobranquios comerciales.

Hormona Recuperacion Precision
Estradiol - -
Testosterona 51 18.49
Progesterona 22 18.51
Corticosterona 49 30.65
Estrona - -
Androstenediona 49 16.98
17-Hidroxyprogesterona 49 30.65
Cortisol 61 23.85
Cortisona 61 23.85

El analisis de gbénadas permitié la deteccién de E2, T, P4, A4, 17-OHP y E. Las
concentraciones de dichas hormonas oscilaron entre 6.86-118.38 ng/mL (media 26.12 + 8.91
ng/mL S.E.; n=12), con diferencias segun sexo y estado de madurez de ambas especies. Las
recuperaciones y la precision de las hormonas extraidas se muestran en la Tabla 12.

Tabla 12. Porcentajes de recuperacioén y precision (% desviacién estandar relativa) de las hormonas analizadas
en gonadas de elasmobranquios comerciales.

Hormona Recuperacion Precision
Estradiol 22 22.4
Testosterona 36 19.43
Progesterona 18 46.39
Corticosterona 38 18.73
Estrona 21 18.32
Androstenediona 35 25.73
17-Hidroxyprogesterona 38 18.73
Cortisol 60 30.83
Cortisona 60 30.83

Perfiles hormonales de M. lunulatus

El andlisis de hormonas esteroides en los tejidos de M. lunulatus se realizé a partir de
las mediciones en cuatro hembras (una juvenil, dos maduras y una hembra prefiada) y dos
machos maduros. Los conductos reproductivos fueron evidentes en todos los especimenes.
La hembra prefiada evidencié una gestacion temprana al detectarse capsulas (también
conocidas como velas) en los uteros. Los dos machos contaban con semen en sus
gonopterigios, lo que sugiere que estos ejemplares mantendrian actividad reproductiva

cercana al momento de su captura (Compagno et al. 2005).
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La hembra juvenil de M. lunulatus evidenci6 picos hormonales de E2 (105.30 ng/mL),
P4 (6.96 ng/mL), E1 (3.062 ng/mL), 17-OHP (2.32 ng/mL) y F (55.48 ng/mL) ml) en suero
sanguineo. En piel se observaron picos de T (4.58 ng/mL), CORT (113.97 ng/mL), 17-OHP
(15.73 ng/mL) y F (16.15 ng/mL), mientras que solamente las hormonas E2 (1.16 ng/mL) y
CORT (2.065 ng/mL) fueron detectadas en el musculo. En el caso del higado, los picos
observados correspondieron a CORT (20.09 ng/mL), F (12.99 ng/mL) y E (4.58 ng/mL).

Las diferencias en los picos hormonales entre matrices bioldgicas podrian indicar un
tiempo diferente de permanencia en cada matriz. Esto implicaria “ventanas de tiempo” distintas
segun el tejido y la fisiologia de las especies. En este sentido, los niveles observados en suero
e higado podrian estar relacionados con la actividad sexual en el momento de la recoleccion
de la muestra (Prohaska et al, 2013), mientras que otros tejidos podrian tener la firma de
esteroides de eventos sexuales recientes. En los juveniles, la presencia de esteroides podria
estar relacionada con el desarrollo sexual para la maduracion, particularmente a través de la

acciéon de hormonas como E2, P4y T (Awruch 2013).

Las hembras maduras no prefiadas evidenciaron picos de T (29.74-282.06 ng/mL), P4
(3.82 - 4.40 ng/mL) y E1 (148.04 - 192.43 ng/mL) en suero sanguineo. En piel y musculo
también se detectaron diferentes concentraciones de E2 (1.99 - 86.86 ng/mL), T (11.56 - 48.31
ng/mL), CORT (51.63 - 168.61 ng/mL) y 17-OHP (15.13 - 16.80 ng/mL). En el higado, los picos
hormonales se relacionaron con glucocorticoides como CORT (30.39 - 40.12 ng/mL) y F (9.28-
16.32 ng/mL). En esta etapa de madurez, el proceso reproductivo para la gestacion podria
estar relacionado con altos niveles de esteroides reproductivos observados en suero, piel y
musculo; lo que se relaciona con la vitelogénesis y el desarrollo de conductos reproductivos
(Tsang y Callard 1987; Tricas et al. 2000; Mull et al. 2010). De manera similar, la presencia de
CORT en el higado podria indicar un papel en el apareamiento y el almacenamiento de
esperma (Di Prisco 1966; Snelson et al. 1997; Manire et al. 2007). Los niveles de F en el higado
son consistentes con las observaciones realizadas por Lyons y Wynne-Edwards (2019),
quienes sugieren gque este esteroide favorece la ovulacion de hembras maduras al observarse
niveles elevados en individuos post-ovulatorios y en fases iniciales de la gestacién (Lyons and
Wynne -Edwards 2019). En este sentido, las diferencias con las hembras prefiadas recaerian

en la ausencia de otros esteroides como el A4, al no ser detectado en estos individuos.
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En el suero sanguineo de hembras gestantes, fue posible detectar picos de T (374.45
ng/mL), P4 (17.22 ng/mL), CORT (5.92 ng/mL), E1 (87.11 ng/mL), A4 (7.52 ng/mL) y F (55.65
ng/mL). Las matrices biolégicas como musculo y piel mostraron picos de E2 (35.61-39.91
ng/mL; Fig. 26), CORT (297.33 ng/mL) y F (11.28-18.91 ng/mL). El andlisis de las gonadas
evidencié picos en tres esteroides, incluidos E2 (32.11 ng/mL), T (19.60 ng/mL) y A4 (11.23
ng/mL). Segun otros estudios en elasmobranquios placentarios, se observa un aumento de P4
y F en suero durante el embarazo, ya que este esteroide favorece la implantaciéon de embriones
en el Utero y F participa en la regulacion de la energia y el estrés (Manire et al. 1999; Mullet et
al. 2010).
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Figura 26. Pico de E2 observado en piel de la hembra prefiada de M. lunulatus (A); curva de calibracion de la
hormona E2 (B).

Es posible que los picos observados de E2 y CORT en la piel reflejen la vitelogénesis
previa a la gestacion de M. lunulatus al cuantificarse niveles elevados de T y P4 en suero, pero
sin detecciones de E2 en la sangre. No obstante, otros esteroides como A4, 17-OHP y F
estaban presentes en varios tejidos como suero, musculo y piel; lo que podria ser de utilidad
para la deteccion de la gestaciéon. De manera similar, la hormona A4 podria funcionar como un
indicador de esta etapa, al no ser detectada en hembras no gestantes.
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Los machos maduros de M. lunulatus mostraron picos de P4 (9.49 ng/mL), E1 (0.77
ng/mL), 17-OHP (26.35 ng/mL), y especialmente T (742.67 ng/mL) y F (407.98 ng /mL) en
suero sanguineo. Esto es similar a los niveles observados en las gonadas con respecto a T
(40.48 ng/mL), P4 (118.38 ng/mL) y 17-OHP (27.19 ng/mL); aunque los niveles de A4 (15.82
ng/mL) y E (10.26 ng/mL) también fueron detectados en los testiculos. En el caso del higado,
se observaron picos de T (9.85-14.17 ng/mL), CORT (36.64-46.90 ng/mL) y F (9.18-22.69
ng/mL). La piel y el masculo evidenciaron niveles de E2 (34.21 ng/mL), T (10.33 ng/mL), CORT
(100.77-112.46 ng/mL), A4 (4.06 ng/mL), 17-OHP (14.11-16.03 ng/mL), F (1.08 ng/mL) y E
(26.43 ng/mL). En individuos maduros, los niveles altos de E2, A4y 17-OHP en el musculo y
la piel indicarian actividad reproductiva junto con los niveles de T, P4, 17-OHP y F en la sangre
(Awruch 2013). Sin embargo, esta afirmaciéon se confirmaria mediante un aumento en el
namero de individuos y pruebas estadisticas para la identificacion de diferencias entre
individuos adultos y juveniles (Tabla 13).

Perfiles hormonales de H. dipterurus

En el caso de la raya H. dipterurus, se analizaron un total de 12 hembras (11 juveniles;
una posparto) y nueve machos (cuatro juveniles; cinco adultos). El suero en machos juveniles
evidencié picos en las concentraciones de E2 (40.11 ng/mL) y A4 (3.31 ng/mL), mientras que
la piel y el musculo mostraron concentraciones de E2 (0.87-2.48 ng/mL), T (9.83-9.95 ng/mL).
mL), CORT (1.02-109.49 ng/mL), 17-OHP (0.22-22.39 ng/mL) y F (2.14-11.61 ng/mL; Tabla
14).

En los machos juveniles no hubo detecciones de P4, E1 y E; aunque es importante
recalcar que no fue posible realizar los analisis en gonadas e higado. Es probable que las
hormonas detectadas se relacionen con el desarrollo sexual de estos individuos, en los que T
podria actuar como agente anabdlico (Sulikowski et al. 2005; Lyons y Wynne-Edwards 2019)
y E2 podria propiciar el inicio de la espermatogénesis en estos batoideos (Tricas et al. 2000;
Sulikowski et al. 2004).
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Tabla 13. Panel hormonal de los individuos analizados de Mustelus lunulatus via QueChERS y LC-MS/MS capturados en Punta Lobos, BCS, con informacién sobre
su sexo (M=Macho; H= Hembra), estadio reproductivo, tejido (S=Suero; P= Piel; M= Musculo; H=Higado; G= Gdénada), y concentracion de hormonas en ng/mL
(E1= estrona; E2=estradiol; A4= androstenediona; T= testosterona; P4= progesterona; 17-OHP= 17-hidroxiprogesterona; F= cortisol; CORT= corticosterona; E=
cortisona). Guion indica que el andlisis no fue realizado en la matriz e individuo correspondiente. Valores en paréntesis indican detecciones por debajo del limite de
cuantificacion, *debajo del limite de deteccién.

Codigo Sexo Estadio Tejido El E2 A4 T P4 17-OHP F CORT E
Mlu180427-1 H Prefiada (fase inicial) S 87.119 <0.74 7.529 379.452  17.227 <0.73 55.658 5.927 <0.83
Mlu180427-1 H Prefiada (fase inicial) P - 35.616 3.29 <0.53 ND 8.03 11.281 207.33 <0.83
Mlu180427-1 H Prefiada (fase inicial) M - 39.915 <0.37 <0.53 ND <0.73 18.918 - 8.981
Mlu180427-1 H Prefiada (fase inicial) G <1.23 32.111 11.237 19.604 ND <0.73 <11 ND <0.83
Mlu180427-2 H Inmadura S (3.062) 105.309 <0.37 <0.53 6.966 (2.323) 55.488 <131 <0.83
Mlu180427-2 H Inmadura P <1.23 <0.74 <0.37 4.581 0 15.731 16.154 113976 <0.83
Mlu180427-2 H Inmadura M <1.23 (1.167) <0.37 <0.53 0 <0.73 <11 (2.065) <0.83
Mlu180428-1 H Madura S 160.409 <0.74 <0.37 124.876 4.408 <0.73 <11 <131 <0.83
Mlu180428-1 H Madura P <1.23 86.862 <0.37 <0.53 0 16.804 <11 168.619 <0.83
Mlu180428-2 M Maduro S 0.776* <0.74 <0.37 742.679 9.494 26.356 407.98 <131 <0.83
Mlu180428-2 M Maduro P <1.23 34.212 <0.37 <0.53 0 14.113 <11 112.468 <0.83
Mlu180430-1 H Madura S 148.043 <0.74 <0.37 29.745 4.394 <0.73 <11 16.837 <0.83
Mlu180430-1 H Madura P <1.23 (1.993) <0.37 48.341 6.01 15.133 <11 51.63 <0.83
Mlu180430-1 H Madura M <1.23 31.49 <0.37 11.568 0 (1.69) <11 0.861* <0.83
Mlu180430-2 M Maduro S <1.23 <0.74 <0.37 <0.53 0 <0.73 <11 <131 <0.83
Mlu180430-2 M Maduro P <1.23 <0.74 4.065 <0.53 0 16.032 (1.084) 100.779 26.43
Mlu180430-2 M Maduro M <1.23 <0.74 7.417 10.335 0 8.822 <11 <131 <0.83
Mlu180430-2 M Maduro H <1.23 <0.74 11.027 9.85 0 <0.73 9.185 36.648 <0.83
Mlu180430-2 M Maduro G <1.23 <0.74 15.825 40.486 118.383 27.197 <11 <131 10.263
Mlu180430-3 H Madura S 192.427 <0.74 6.935 282.062 3.824 <0.73 <11 <131 <0.83
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En machos maduros se observaron diferencias preliminares probablemente
relacionadas con la presencia o ausencia de semen. En el suero sanguineo de los machos con
semen fue posible detectar T (1.38-26.42 ng/mL), CORT (8.85-24.64 ng/mL) y F (1.58-2.48
ng/mL); asi como picos de CORT (0.75-80.64 ng/mL), A4 (4.17-7.063 ng/mL) y 17-OHP (1.93-
18.73 ng/mL) tanto en piel como en musculo. En higado se detectaron niveles de T (7.75-10.88
ng/mL). Dichas concentraciones no se observaron en los machos maduros sin semen, los
cuales, presentaron niveles de E1 (0.52 ng/mL) en suero; y presencia de T (0.00-1.66 ng/mL),
CORT (44.31-97.80 ng/mL), 17-OHP (0.00-16.11 ng/mL) y F (0.00-3.93 ng/mL) en la piel. Es
probable que los niveles de A4 y CORT puedan estar relacionados con los reservorios de
esperma como se observa en otros elasmobranquios (Garnier et al. 1999), lo que podria ser
atil para identificar las temporadas de apareamiento mediante el uso de piel y musculo, aunque

un aumento en el tamafio de la muestra es necesario para confirmar esta afirmacion.

La mayoria de las hembras juveniles de H. dipterurus no presentaron hormonas
reproductivas en suero. Solo tres individuos mostraron niveles de P4 (7.69 ng/mL-8.35 ng/mL),
CORT (6.38-16.22 ng/mL) y F (0.3-2.07 ng/mL). Esto fue consistente en otros tejidos como piel
y musculo donde seis individuos mostraron picos en E2 (0.87-147,38 ng/mL), T (0.00-9.95
ng/mL), P4 (0.00-4.60 ng/mL), CORT (0.83-109.49 ng/mL), E1 (0.00-3.95 ng/mL), 17-OHP
(0.00-22.39 ng/mL) y E (0.00-8.41 ng/mL); con un individuo mostrando picos de T (10.86
ng/mL), A4 (11.62 ng/mL), 17-OHP (9.06 ng/mL) y E (6.86 ng/mL) en el ovario. Estos niveles
podrian estar relacionados con el desarrollo sexual durante el crecimiento por parte de los
agentes anabdlicos de estos esteroides (Sulikowski et al. 2005; Lyons y Wynne-Edwards
2019). La hembra posparto de H. dipterurus mostré picos de E2 (8.30 ng/mL) y E1 (0.24 ng/mL)
en suero sanguineo, con detecciones de T (2.30 ng/mL), CORT (40.42 ng/mL), A4 (7.79 ng/ml),
y F (0.52 ng/ml) en la piel. Los niveles de E2 podrian estar relacionados con el inicio de un
nuevo ciclo reproductivo y la vitelogénesis (Ho, 1987; Prisco et al. 2008). Sin embargo, no hay
suficientes datos para sugerir mas informacioén, ya que solo se analiz6 un espécimen.
Adicionalmente, futuros analisis mediante LC-MS deberian considerar la inclusion de otros
esteroides vinculados al final del ciclo reproductivo como la DHT, la cual, puede jugar un papel

relevante en la retroalimentacion negativa de la sintesis de GnRH (Tricas et al 2000, Tabla 14).
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CONCLUSIONES

Los resultados de las pruebas permitieron obtener valores aceptables de deteccion (0.37-1.31
ng/mL) y cuantificacion (1.25-4.17 ng/mL) de nueve hormonas esteroides via extraccion en
fase solida. Esto permitié el cumplimiento de otro objetivo particular relevante, que fue obtener
un panel con mayor capacidad en comparacion con 90% de los estudios realizados a la fecha
(Becerril-Garcia et al. 2020a). Dichos perfiles hormonales obtenidos incluyeron las mediciones
de las hormonas E2, T, P4, CORT, E1, A4,y 17-OHP. Los valores de recuperacion y precision
de hormonas variaron segun la matriz analizada, incluyendo resultados en piel (22-99%; 4.9-
22.3), musculo (28-57%; 15.8-22.3), higado (22-61%; 18.5-30.7), y gonadas (18-60%; 18.7-
45.4).

La informacion proporcionada en este anexo incluye las primeras detecciones de hormonas
esteroides en piel de elasmobranquios, y sugieren su viabilidad como una matriz util para el
monitoreo de hormonas esteroides en otras poblaciones. Los resultados preliminares
evidenciaron la capacidad de optimizar los valores obtenidos en todos los tejidos analizados,
principalmente en términos de eficiencia de extraccion y precision. Adicionalmente, resulta
ideal considerar el andlisis de materia a utilizar por submuestra, ya que es posible que la
optimizacioén permita la obtencion de resultados a partir de los 50 mg de piel. A pesar de los
resultados obtenidos, algunos de los extractos hormonales via QUEChERS presentaron
precipitados cristalinos con el potencial de interferir el analisis LC-MS/MS, por lo cual, es

recomendable solventar los problemas de filtrado o probar otro método de extraccion.

Las biopsias de tiburon blanco y otras especies protegidas usualmente proporcionan
segmentos de mausculo y piel. La cantidad de masa por biopsia depende de la punta de
muestreo, la habilidad durante la toma de biopsias y el grosor de la piel del tiburén en el
segmento corporal invadido. Al comparar los resultados hormonales entre las biopsias de
musculo y piel, se observd un mejor rendimiento de la piel en cuestion de cantidad de
hormonas analizadas, precision y recuperacion. De esta manera, la piel fue seleccionada como
matriz biologica candidata para la optimizacion del método a partir de técnicas que
disminuyeran la presencia de sedimentos en los extractos previos al analisis LC-MS/MS
(Anexo II).
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Tabla 14. Perfiles hormonales de los individuos analizados de Hypanus dipterurus via QueChERS y LC-MS/MS capturados en Bahia de La Paz, BCS, con
informacion sobre su sexo (M=Macho; H= Hembra), estadio reproductivo, tejido (S=Suero; P= Piel; M= Musculo; H=Higado; ; G= G6nada), y concentracion de
hormonas en ng/mL (E1= estrona; E2=estradiol; A4= androstenediona; T= testosterona; P4= progesterona; 17-OHP= 17-hidroxiprogesterona; F= cortisol; CORT=
corticosterona; E= cortisona). El guion indica que el andlisis no fue realizado en la matriz e individuo correspondiente. Valores en paréntesis indican detecciones
por debajo del limite de cuantificacion. NE= no encontrado, *debajo del limite de deteccion.

Cédigo Sexo Estadio Tejido El E2 A4 T P4 17-OHP F CORT E
Hdi180417-2 F Postparto S 0.241* 8.032 <0.37 <0.53 <0.40 <0.73 <11 <1.31 <0.83
Hdi180417-2 F Postparto P <1.23 <0.74 7.791 2.306 <0.40 <0.73 0.522 40.425 <0.83
Hdi180419-1 F Inmaduro S <1.23 <0.74 <0.37 <0.53 7.694 <0.73 <11 <1.31 <0.83
Hdi180419-1 F Inmaduro P (3.956) 147.386 <0.37 4,784 4.6 15.597 <1.1 69.483 <0.83
Hdi180419-1 F Inmaduro M <1.23 <0.74 <0.37 <0.53 <0.40 <0.73 <11 <1.31 8.418
Hdi180419-1 F Inmaduro G <1.23 <0.74 11.629 10.868 <0.40 9.061 <1.1 <131 6.869
Hdi180419-8 M Inmaduro P <1.23 (2.48) <0.37 <0.53 <0.40 17.468 <1.1 109.494 <0.83
Hdi180427-1 F Inmaduro S <1.23 <0.74 <0.37 <0.53 <0.40 <0.73 <1.1 <1.31 <0.83
Hdi180427-2 F Inmaduro S <1.23 <0.74 <0.37 <0.53 <0.40 <0.73 <1.1 9.975 <0.83
Hdi180427-3 M Maduro (semen) S <1.23 <0.74 <0.37 (1.389) <0.40 <0.73 <11 <1.31 <0.83
Hdi180427-3 M Maduro (semen) P <1.23 <0.74 4177 <0.53 <0.40 18.738 <1.1 68.322 8.064
Hdi180427-4 M Inmaduro P <1.23 (0.87) <0.37 9.957 <0.40 <0.73 24.35 37.93 <0.83
Hdi180427-5 M Maduro (semen) S <1.23 <0.74 <0.37 14.329 <0.40 <0.73 (1.587) 8.853 (1.435)
Hdi180427-5 M Maduro (semen) P <1.23 <0.74 6.73 <0.53 <0.40 16.351 11.456 80.649 22.032
Hdi180427-5 M Maduro (semen) M <1.23 <0.74 <0.37 <0.53 <0.40 11.474 10.412 <1.31 <0.83
Hdi180427-5 M Maduro (semen) H <1.23 <0.74 12.918 10.886 <0.40 <0.73 <1.1 <1.31 7.511
Hdi180427-5 M Maduro (semen) G <1.23 <0.74 <0.37 <0.53 <0.40 <0.73 <1.1 <1.31 <0.83
Hdi180427-6 M Maduro (no semen) P <1.23 <0.74 <0.37 <0.53 <0.40 <0.73 <11 4431 <0.83
Hdi180427-7 M Maduro (no semen) S 0.52* <0.74 <0.37 <0.53 <0.40 <0.73 <11 <1.31 <0.83
Hdi180427-7 M Maduro (no semen) P <1.23 <0.74 <0.37 (1.661) <0.40 16.114 3.935 97.802 <0.83
Hdi180428-1 F Inmaduro S <1.23 <0.74 <0.37 <0.53 <0.40 <0.73 <11 <1.31 <0.83
Hdi180428-1 F Inmaduro P <1.23 <0.74 4.542 8.906 <0.40 16.821 4.564 37.507 <0.83
Hdi180428-2 F Inmaduro S <1.23 <0.74 <0.37 <0.53 <0.40 <0.73 <11 <1.31 <0.83
Hdi180428-2 F Inmaduro P <1.23 <0.74 3.391 <0.53 <0.40 14.605 13.298 37.874 <0.83
Hdi180428-2 F Inmaduro M <1.23 <0.74 <0.37 <0.53 <0.40 0.436* (2.627) 0.833* <0.83
Hdi180429-1 F Inmaduro S <1.23 <0.74 <0.37 <0.53 <0.40 <0.73 <1.1 (3.384) <0.83
Hdi180429-1 F Inmaduro P <1.23 <0.74 <0.37 <0.53 <0.40 13.168 <1.1 55.231 <0.83
Hdi180429-2 F Inmaduro S <1.23 <0.74 <0.37 <0.53 <0.40 <0.73 <1.1 <131 <0.83
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ANEXO II. OPTIMIZACION DEL METODO. Pruebas de extraccién en fase liquiday LC-
MS/MS en piel de H. dipterurus y M. lunulatus

Introduccién

Las pruebas de extraccion via fase solida demostraron un rendimiento aceptable en
cuanto a la precision y recuperacion de hormonas esteroides segun el control de calidad
utilizado (Anexo I). No obstante, estas extracciones del kit QUEChERS evidenciaron
precipitados en las preparaciones finales, los cuales, se relacionaron con las sales propias del
kit utilizado. El dafio que estas sales pueden infligir en el LC-MS/MS propicio la realizacion de
pruebas de extraccion con un método de extraccion liquido-liquido (sin presencia de sales)
modificado de Wittmaack et al. (2022) para el analisis poco invasivo de especies protegidas
como C. carcharias.

Aunado a los resultados del Anexo |, la viabilidad de la piel como matriz biolégica se
puso de nuevo a prueba mediante la extraccion liquido-liquido. Los objetivos particulares de
estas pruebas fueron realizar un estudio de validacion de la matriz biolégica incluyendo limite
de cuantificacién y limite de deteccion, asi como los propios valores de precision y

recuperacion de hormonas esteroides.

Adicionalmente, se realiz6 la comparacion de los perfiles hormonales obtenidos segun
la cantidad de materia utilizada por biopsia. Dichas comparaciones se realizaron de manera
cualitativa al determinar la calidad de los datos obtenidos segun el limite de deteccién y
cuantificacion observado en biopsias de 50 vs 150 mg de piel en la especie H. dipterurus.
Finalmente, los resultados motivaron el andlisis de biopsias de piel (50 mg) que proporcionaron
informacion sobre las concentraciones en individuos analizados de H. dipterurus y M. lunulatus.
Para comparar estos valores, se utilizo el valor de referencia de suero sanguineo reportado en

el Anexo I.
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Objetivo general

Optimizar la extraccion y andlisis LC-MS/MS de hormonas esteroides en piel de

elasmobranquios mediante extraccion liquido-liquido

Objetivos particulares

- Conocer el limite de deteccion y cuantificacion de hormonas esteroides via extraccion
liquido-liquido y determinar su viabilidad para el analisis LC-MS/MS.

- Conocer los porcentajes de extraccion y valores de precision para cada hormona
analizada.

- Comparar perfiles hormonales obtenidos en biopsias de piel de 50 y 150 mg.

- Obtener perfiles hormonales (> 3 esteroides) a partir de 50 mg de piel de H. dipterurus
y M. lunulautus

- Comparar las concentraciones hormonales en suero sanguineo de individuos de H.

dipterurus y M. lunulatus

Materiales y Método

La obtencion y procesamiento de las biopsias de ambas especies se detallan en el
Anexo |. EI método de extraccion utilizado, asi como las pautas de control de calidad y lo
referente al andlisis LC-MS/MS, se reporta en la seccién de Materiales y Método de la presente
tesis. Las pruebas de extraccion en 50 y 150 mg de piel se realizaron Unicamente en la raya
diamante H. dipterurus debido a que fue la Unica especie con suficiente materia disponible
para esta comparacion. De esta manera, se obtuvieron dos submuestras de cada biopsia con
una masa de 50 y 150 mg, respectivamente. La intencion fue comparar los perfiles hormonales

de ambas opciones y evaluar la méas viable para el uso de piel como matriz biolégica.

Resultados

Los limites de deteccion y cuantificacidbn se reportan en la Tabla 4 (Materiales y
Método, capitulo 1V). Los valores de precisién expresados en términos de desviacidén estandar
relativa, asi como el porcentaje de recuperacion segun la hormona analizada se muestran en
la Tabla 15. La precision tuvo un rango de 11.73-20.70; el valor maximo corresponde a la

precision en el analisis de F y representd el Unico valor que no superé el control de calidad.
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Las detecciones de F fueron aceptables, sin embargo, el error en su precisibn debe ser
considerado durante el andlisis de su cuantificacion (Fig. 27). En general, los valores de

recuperacion segun la hormona fueron de 64-98% (Fig. 28).

Tabla 15. Porcentaje de recuperacion de hormonas esteroides extraidas de 50 mg de piel de Hypanus dipterurus
con valores de precisién expresados en términos de desviacion estandar relativa.

HORMONA (abreviacion) PRECISION RECUPERACION
Estrona (E1) 19.50 64%
Estradiol (E2) 13.10 97%
Androstenediona (A4) 16.66 93%
Testosterona (T) 14.36 97%
Progesterona (P4) 12.99 71%
Hidroxyprogesterona (17-OHP) 11.73 98%
Cortisol (F) 20.70 96%
25
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Figura 27. Valores de precisién en términos de desviacion estandar relativa (DER) en la medicion de siete
hormonas esteroides de piel Hypanus dipterurus y Carcharodon carcharias para fines de comparacion.

124



120
mC. carcharias H. dipterurus

100

80

60

40

20

0
E2 A4 T P4

El 17-OHP F

% Recuperacion

Hormona

Figura 28. Porcentaje de recuperacion de siete hormonas esteroides extraidas de 50 mg de piel de Hypanus
dipterurus y Carcharodon carcharias para fines de comparacion.

Hormonas en H. dipterurus: Prueba 50 vs 150 mg y concentraciones observadas

En cada segmento (50 vs 150 mg) se obtuvo un panel de 180 mediciones relacionadas
con siete hormonas esteroides de 11 hembras y nueve machos de H. dipterurus (Tabla 16).
En el caso de las muestras de 50 mg, el 94% de las mediciones (n=170) no encontrd picos
hormonales de las hormonas analizadas. Las Unicas detecciones correspondieron a picos de
F observados en 10 individuos, de los cuales, solo una deteccién se mostré por debajo del
limite de cuantificacion. Los picos de F se encontraron en machos maduros (Min-Max: 9.3-
29.6 ng/mL, n=4) e inmaduros (Min-Max: 9.3-29.6 ng/mL, n=2), asi como en hembras maduras
(0.4-1.6 ng/mL, n=2) e inmaduras (1.7-3.2 ng/mL, n=2). De las 10 detecciones encontradas,
solo dos de ellas estuvieron por debajo del limite de cuantificacibn mientras que las restantes
se encontraron por encima de dicho limite (Tabla 16).

Los segmentos de 150 mg de piel evidenciaron la ausencia de picos hormonales en el
93% de las mediciones (n=168). Ademas de los picos de F, se observo un pico de E1 (por
debajo del limite de cuantificacion) y dos picos evidentes de T. El estrégeno E1 solo se observo
en una hembra madura (1.9 ng/mL), mientras que los picos de T solo se observaron en la piel
dos machos maduros (15.2-31.4 ng/mL). De manera similar a lo observado en los segmentos

de 50 mg, los picos de F se encontraron en machos maduros (Min-Max: 2.6-3.7 ng/mL, n=2) e
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inmaduros (Min-Max: 4.1-7.2 ng/mL, n=2), asi como en hembras maduras (0.02-7.2 ng/mL,
n=4) y una inmadura con valores por debajo del limite de deteccidon. De las 12 detecciones

realizadas, siete de ellas no superaron el limite de cuantificacion (Tabla 17).

Las detecciones en biopsias de 50 mg de piel de H. dipterurus correspondieron a
cortisol, mientras que los paneles de 150 mg permitieron detecciones adicionales de T4y E1,
aunque esta ultima se encontro por debajo del limite de cuantificacion (Fig. 29). Es posible que
los niveles de cortisol observados estén relacionados con la captura de los individuos, pues
fueron sacrificados al ser desembarcados en playa. Es posible que dichos niveles de F incluyan
niveles previos observados en los individuos, ya que es factible que estos individuos se
encontraran estresados por factores ajenos a la pesca, tales como agentes de contaminacion
ambiental y cambio climatico.

La alta proporcién de detecciones por debajo del limite de cuantificacion (> 50%) en los
paneles de 150 mg, fue uno de los principales motivos para definir el uso de biopsias de 50
mg. Estos segmentos presentaron mediciones mas robustas y confiables, aunque en menor
diversidad de esteroides. Debido a que el control de calidad fue prioritario durante el estudio,
se prefirio el uso de 50 mg. De esta manera, las inferencias bioldgicas en H. dipterurus, M.

lunulatus y C. carcharias se realizaron a partir de dicha cantidad.
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Figura 29. Proporcién de muestras en las que se detectaron picos de hormonas esteroides extraidas de 50 (n=10)
y 150 mg de piel (n=9) de H. dipterurus.
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Hormonas en piel de M. lunulatus

El panel de perfiles hormonales para M. lunulatus incluyd seis detecciones mayores al
limite de cuantificacion en las hormonas E2, T, y F en cinco de los seis individuos analizados
(Tabla 15). En el 89 % (n=48) de las mediciones no se encontraron picos hormonales,
principalmente en las hormonas E1, A4, P4,y 17-OHP. Los picos de E2 y F solo se observaron
en hembras (Tabla 17). La cuantificaciéon de E2 se realizdé en un individuo inmaduro (16.03
ng/mL), uno maduro (35.89 ng/mL) y una hembra prefiada (9.99 ng/mL). Los dos picos de F
detectados se observaron en dos hembras inmaduras con16.22-30.98 ng/mL. El Gnico pico de

T se encontrdé en un macho maduro en concentraciones de 11.69 ng/mL (Tabla 18).

Comparacién con suero sanguineo

Se calculo el coeficiente de correlacion entre las concentraciones observadas en piel
(50 mg) y suero sanguineo de los individuos analizados de H. dipterurus y M. lunulatus. A
pesar de que la presencia de picos hormonales coincidié en algunos individuos (Tabla 18),
esta prueba preliminar mostré que la relacién estadistica entre tejidos fue nula o inexistente.
Esta prueba se realiz6 al comparar las 162 mediciones obtenidas con respecto a su
concentracion (r= 0.102), incluyendo a aquellas hormonas no encontradas en el tejido (r= -
0.223), y de manera binaria al nimero de detecciones (r= -0.016). No se realizaron pruebas
posteriores a reserva de aumentar el nimero de muestra. No obstante, esto no significa que
no exista relaciéon bioldgica entre los tejidos, ya que las hormonas detectadas fueron
transportadas eventualmente por la sangre. En este sentido, resulta necesario procurar

esfuerzos para describir el transporte y la presencia de hormonas esteroides entre tejidos.
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Tabla 16. Perfiles hormonales obtenidos via LC-MS/MS a partir de extraccién liquido-liquido en piel (50 y 150 mg) de Hypanus dipterurus (n=20). Se incluye
informacion sobre sexo (M=Macho; H= Hembra), ancho de disco (AD, cm), estadio reproductivo, y concentracion de hormonas en ng/mL (E2=estradiol; T=
testosterona; P4= progesterona; CORT= corticosterona; E1= estrona; A4= androstenediona; 17-OHP= 17-hidroxiprogesterona; F= cortisol). Valores entre
paréntesis indican detecciones por debajo del limite de cuantificacion.NE= No encontrada; *debajo del limite de deteccién.

Cadigo Sexo AD Estadio El E2 A4 T P4 17-OHP F

50 mg
Hdi180427-7 M 53.2 Maduro NE NE NE NE NE NE 29.6307515
Hdi180427-5 M 54 Maduro NE NE NE NE NE NE 21.89807
Hdi180429-5 M 48.9 Maduro NE NE NE NE NE NE 9.25639625
Hdi180419-16 M 45.2 Maduro NE NE NE NE NE NE 9.77901241
Hdi180419-2 H 46.7 Maduro NE NE NE NE NE NE NE
Hdi180430-2 M 43.7 Inmaduro NE NE NE NE NE NE NE
Hdi180430-1 M 41.1 Inmaduro NE NE NE NE NE NE NE
Hdi180419-9 M 40.7 Inmaduro NE NE NE NE NE NE 8.96772776
Hdi180419-7 M 40.3 Inmaduro NE NE NE NE NE NE NE
Hdi180427-6 M 41.8 Inmaduro NE NE NE NE NE NE 4.070893
Hdi180419-3 H 56.1 Maduro NE NE NE NE NE NE (1.657756)
Hdi180428-2 H 47.1 Maduro NE NE NE NE NE NE NE
Hdi180419-1 H 60.9 Maduro NE NE NE NE NE NE NE
Hdi180429-6 H 47.6 Maduro NE NE NE NE NE NE NE
Hdi180427-1 H 62.4 Maduro NE NE NE NE NE NE 0.46750179*
Hdi180427-2 H 41:3 Inmaduro NE NE NE NE NE NE NE
Hdi180430-3 H 56.8 Inmaduro NE NE NE NE NE NE NE
Hdi180429-3 H 46.3 Inmaduro NE NE NE NE NE NE (1.7559)
Hdi180419-12 H 47.9 Inmaduro NE NE NE NE NE NE (3.2742352)
Hdi180419-6 H 48.4 Inmaduro NE NE NE NE NE NE NE

150 mg
Hdi180427-7 M 53.2 Maduro NE NE NE 15.2646421 NE NE (2.60983506)
Hdi180427-5 M 54 Maduro NE NE NE 31.497481 NE NE NE
Hdi180429-5 M 48.9 Maduro NE NE NE NE NE NE (3.72513373)
Hdi180419-16 M 45.2 Maduro NE NE NE NE NE NE NE
Hdi180419-2 H 46.7 Maduro NE NE NE NE NE NE (1.81087702)
Hdi180430-2 M 43.7 Inmaduro NE NE NE NE NE NE NE
Hdi180430-1 M 41.1 Inmaduro NE NE NE NE NE NE NE
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Hdi180419-9
Hdi180419-7
Hdi180427-6
Hdi180419-3
Hdi180428-2
Hdi180419-1
Hdi180429-6
Hdi180427-1
Hdi180427-2
Hdi180430-3
Hdi180429-3
Hdi180419-12
Hdi180419-6

40.7
40.3
41.8
56.1
47.1
60.9
47.6
62.4
41:3
56.8
46.3
47.9
48.4

Inmaduro
Inmaduro
Inmaduro
Maduro
Maduro
Maduro
Maduro
Maduro
Inmaduro
Inmaduro
Inmaduro
Inmaduro
Inmaduro

NE
NE
NE
NE
NE
NE
NE

(1.939)
NE
NE
NE
NE
NE

NE
NE
NE
NE
NE
NE
NE
NE
NE
NE
NE
NE
NE

NE
NE
NE
NE
NE
NE
NE
NE
NE
NE
NE
NE
NE

NE
NE
NE
NE
NE
NE
NE
NE
NE
NE
NE
NE
NE

NE
NE
NE
NE
NE
NE
NE
NE
NE
NE
NE
NE
NE

NE
NE
NE
NE
NE
NE
NE
NE
NE
NE
NE
NE
NE

7.25494559
4.1602302
NE
4.69374955
0.02871484*
NE
NE
(3.68197783)
NE
NE
NE
NE
0.13258963*

Tabla 17. Comparacion de perfiles hormonales obtenidos entre muestras de 50 y 150 mg que detectaron picos hormonales en H. dipterurus. Sexo (M=Macho; H=
Hembra), estadio reproductivo, masa (mg), y concentracion de hormonas en ng/mL (T= testosterona, E1= estrona, , F=cortisol). Valores entre paréntesis indican

detecciones por debajo del limite de cuantificacion. NE= No encontrada; *debajo del limite de deteccion.

Cédigo Sexo Estadio Masa (mg) El T F
Hdi180427-7 M Maduro 50 NE NE 29.63
150 NE 15.26 (2.60)
Hdi180427-5 M Maduro 50 NE NE 21.8
150 NE 314 NE
Hdi180429-5 M Maduro 50 NE NE 9.2
150 NE NE (3.7)
Hdi180419-9 M Inmaduro 50 NE NE 8.9
150 NE NE 7.2
Hdi180419-3 H Maduro 50 NE NE (1.6)
150 NE NE 4.69
Hdi180427-1 H Maduro 50 NE NE 0.46*
150 (1.9) NE (3.6)

Tabla 18. Perfiles hormonales de los individuos analizados de Mustelus lunulatus (n=6) via extraccion liquido-liquido y LC-MS/MS capturados en Punta Lobos,
BCS, con informacion sobre su sexo (M=Macho; H= Hembra), longitud total (LT, cm), estadio reproductivo, matriz biol6égica analizada, y concentracion de hormonas
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en ng/mL (E2=estradiol; T= testosterona; P4= progesterona; CORT= corticosterona; E1= estrona; A4= androstenediona; 17-OHP= 17-hidroxiprogesterona; F=
cortisol; E= cortisona). Valor entre paréntesis indica deteccion por debajo del limite de cuantificacién. NE= No encontrada; *debajo del limite de deteccién.

Cdédigo Sexo LT Estadio Matriz El E2 A4 T P4 17-OHP F
Mlu180427-1 H 141 Prefiada Piel NE 9.99770208 NE NE NE NE NE
Suero 87.119 NE 7.529 379.452 17.227 NE 55.658
Mlu180427-2 H 85.5 Inmaduro Piel NE NE NE NE NE NE 16.2209161
Suero (3.062) 105.309 NE NE 6.966 2.323 55.488
Mlu180428-1 H 110.1 Maduro Piel NE 35.8995955 NE NE NE NE NE
Suero 160.409 NE NE 124.876 4.408 NE NE
Mlu180428-2 M 130.3 Maduro Piel NE NE NE 11.6913852 NE NE NE
Suero 0.776* NE NE 742.679 9.494 26.356 407.98
Mlu180430-1 H 101.1 Inmaduro Piel NE 16.0329614 NE NE NE NE 30.9807473
Suero 148.043 NE NE 29.745 4.394 NE NE
Mlu180430-3 H 109 Maduro Piel NE NE NE NE NE NE NE
Suero 192.427 NE 6.935 282.062 3.824 NE NE

Conclusiones

En los segmentos de 150 mg, mas de la mitad de las detecciones no sobrepasaron el limite de cuantificacion. Las biopsias de 50
mg mostraron fallas similares solamente en el 20% de las detecciones. Es probable que nuevas optimizaciones permitan mejorar la
sensibilidad ante otras hormonas, con la finalidad de calibrar el método hacia un tamafio ideal para la obtencion de perfiles que superen
el control de calidad de referencia. Los analisis realizados no encontraron relacion entre las concentraciones en sangre y piel de los
individuos. Esto permite sugerir que a la piel tiene el potencial para funcionar como matriz bioldégica para el andlisis de concentraciones
hormonales en elasmobranquios. A reserva de mas estudios, se propone que la piel representa una ventana de tiempo con informacién
de eventos fisioldgicos intensos sucedidos con horas o dias de anticipacion. No obstante, se requiere contemplar el papel de la piel

como organo endocrino accesorio, lo que permitira complementar informacion relacionada con este tejido.
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