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RESUMEN

El tiburon cornudo Heterodontus francisci se captura como pesca incidental en las
redes de enmalle en la costa occidental de Baja California Sur (BCS); es una
especie que se captura todo el aflo y es importante para el consumo local. Se
describe la biologia reproductiva de esta especie, incluyendo analisis morfométricos
y descripciones histolégicas de la anatomia microscopica de las gbnadas, asi como
la estimacion de la talla media de madurez sexual (Lsow). Las muestras se
obtuvieron en los campos pesqueros cercanos a Bahia Tortugas, BCS, desde el
afio 2012 hasta el afio 2017. Se registraron 331 organismos (180 machos y 151
hembras) con una proporcion sexual de 0.8M:1H y tallas desde los 45 cm a 92 cm
de longitud total. Se realizaron analisis macroscopicos y microscopicos de 98
gonadas (31 hembras y 67 machos) la talla de primera madurez sexual (Lso%) en las
hembras fue de 76.7 cm y para machos de 67.4 cm de longitud total. Los analisis
histolégicos mostraron que los testiculos de esta especie presentan una estructura
de tipo diamétrico. Las hembras presentan un ovario funcional de tipo externo y
cuatro zonas morfofuncionales en la glandula oviducal, sin registro de almacén de
esperma. Esta informacion aporta resultados biolégicos importantes para
recomendar medidas de manejo pesquero de la especie.



ABSTRACT

The Horn Shark Heterodontus francisci is caught as by catch in the gill nets on the
west coast of Baja California Sur (BCS). The species is caught during all year and
is important for local consumption.The reproductive biology of this species, including
morphometric analysis and histological descriptions of the microscopic anatomy of
gonads, as well as estimation of the average size of sexual maturity (Lso%).iS
described The samples were obtained in the fishing camps around Bahia Tortugas,
BCS, from 2012 to 2017. 331 organisms were registered (180 males and 151
females), with a sex ratio of 0.83M: 1H and sizes from 45 cm to 92 cm of total length.
Microscopic and microscopic analyzes of 98 gonads (31 females and 67 males) were
performed. The size of first sexual maturity (Lso%) in females was 76.7 cm and for
males 67.4 cm in total length. The histological analysis showed that the testes of this
species have a diametric structure; the females have a functional ovary from external
type and four morphofunctional zones in the oviducal gland, with no sperm storage.
This information provides important biological data for fishery management of this
species.



INTRODUCCION

Uno de los recursos pesqueros de mayor preocupacion en la actualidad son los
elasmobranquios, ya que a nivel mundial se ha registrado una sobrepesca de varias
especies, lo cual ha ocasionado la disminucién de sus poblaciones (Bonfil, 1994;
Camhi, 1998; Galvan-Magafa, 2009). Una de las razones por lo que
elasmobranquios han disminuido es que estos organismos tienen crecimiento lento
y bajas tasas de reproduccion (Walker, 1998). Esta disminuciéon de los
elasmobranquios afectaria negativamente los ecosistemas, ya que la remocion de
estos depredadores puede tener efectos sobre los niveles tréficos en la cadena
alimenticia o en la red tréfica de un ecosistema (Stevens et al., 2000; Schindler et
al., 2002)

México ha sido histéricamente uno de los paises con mayor captura de
elasmobranquios a nivel mundial, siendo en 2007 la sexta nacion de mayor captura
de elasmobranquios, representando el 4.3% de la captura mundial con un total de
aproximadamente 34 mil toneladas (Sosa-Nishizaki et al., 2008; FAO, 2009). La
pesca artesanal de elasmobranquios se realiza a lo largo de los dos litorales marinos
con embarcaciones menores de menos de 10.5 m de eslora localmente llamadas

“pangas” con motor fuera de borda.

La pesqueria artesanal es de gran importancia ya que sostienen cerca del 40% de
la captura total nacional y comprendio el 80% del esfuerzo pesquero dirigido a los
elasmobranquios (Arreguin-Sanchez et al., 2004; Bizzarro et al.,, 2007a). Esta
pesqueria representa una fuente importante de empleo, ademas proporciona
sustento e ingresos de algunos de los sectores mas pobres de la sociedad mexicana
(Ponce-Diaz et al., 2009; Cartamil et al, 2011). Este tipo de pesqueria ha ido
creciendo significativamente en las dos ultimas décadas a nivel mundial y su rapido

crecimiento ha comenzado a ejercer presidn excesiva y una disminucion de



capturas medias anuales. Lo cual ha causado preocupacion respecto al estado de
las poblaciones de elasmobranquios explotados en aguas mexicanas (DOF, 2010).
Asi que es necesario tomar medidas de manejo para mejores mecanismos de
sustentabilidad, ya que se han reportado evidencias cualitativas en las que se
sugiere que la composicion de tallas y especies, pudieron ser alteradas debido a la

alta explotacion del recurso (Smith et al., 2009).

Para la investigacion de la biologia reproductiva de las especies en general, se
utilizan los datos morfométricos de los organismos como: las caracteristicas de su
anatomia externa y de la estructura interna de los 6rganos reproductores en ambos

SeXos.

ANTECEDENTES

La clase Chondrichthyes es un grupo monofilético de peces cartilaginosos que
evolucionado a partir de peces sin mandibula hace mas de 400 millones de afios

durante el periodo Devonico (Compagno, 1984).

La subclase Elasmobranchii, tiburones y rayas, se compone de aproximadamente
1188 especies divididas entre 10 6rdenes y 59 familias (Compagno, 2005). La
subclase Holocephali (quimeras), se compone de 33 especies divididas en tres
familias en un solo orden, Chimaeriformes (Compagno, 2005).

Los elasmobranquios utilizan una variedad de estrategias reproductivas que se
definen por el sitio de desarrollo embrionario y la energia que necesitan para la
gestacion (Wourms, 1977, 1981). Se divide en dos grupos: oviparos Yy viviparos,
estos ultimos a su vez se dividen en viviparos placentados o viviparos sin placenta

(Theshina et al., 1971) y una fertilizacion interna.

La oviparidad ocurre en aproximadamente el 40% de los elasmobranquios, incluidos
los Chimaeriformes, Heterodontiformes, Rajoidea y Scyliorhinidae asi como algunas
2



especies de Orectolobiformes (Compagno, 2005) con un tipo de nutricidn

lecitotrofica.

La formacion de la capsula de huevo es similar para todas las especies, pero su
forma final depende de la actividad y disposicion de los tubulos dentro de la glandula
(Smith et al., 2004). La capsula del huevo puede incluir fibras, pelos y / o zarcillos
para ayudar en la fijacién del sustrato (Koob & Straus, 1998)

Con respecto a la viviparidad, esta presente en el 60% de los tiburones y las rayas
con espina del orden Myliobatiformes. Hay multiples formas de viviparidad entre los
elasmobranquios anteriormente se conocian como el nombre de ovoviviparas , pero
este término es reemplazado actualmente por: viviparidad con saco vitelino o
viviparidad aplacentada y dentro de esta se reconocen cuatro variantes
nutricionales del matotrofismo, ya que presentan adaptaciones de tejidos
especiales, embrionarios 0 maternos que facilitan la transferencia de nutrientes de
la madre al feto: histotrofia, oofagia y adelfofagia, llamada asi por la fuente primaria

de nutricidn durante el crecimiento y desarrollo (Musick & Ellis, 2005).

Entre las familias de tiburones que presentan alguna variante en la forma de
nutricion se encuentran Carcharhinidae, Sphyrnidae, Squalidae, Triakidae y
Lamnidae. Con respecto a las rayas se encuentran: Pristidae, Rhinobatidae,
Narcinidae, Torpedinidae, Urolophidae, Dasyatidae entre otras (Wourms,1977,;
Hamlett & Koob, 1999; Bejarano-Alvarez, 2011).

En las hembras de los elasmobranquios, los ovarios en desarrollo son pareados y
simétricos, pero en la mayoria de los géneros examinados (Scylorhinus,
Pristiophorus, Carcharhinus, Mustelus, Sphyrna y Cethorhinus), sélo el derecho es

funcional. En algunos casos, so6lo el ovario izquierdo es funcional (Urolophus,



Dasyatis), y en otros ambos son funcionales (Squalus acanthias, Scoliodon

sorrahkowah).

La morfologia del ovario maduro es variable, pero las diferencias son superficiales
y se atribuyen al nimero de ovocitos y a la cantidad de vitelo que contienen, lo cual

esta en funcién de la etapa reproductiva a la cual el ovario es examinado.

Los tiburones y rayas representan un recurso pesquero vulnerable, susceptible a la
sobrepesca debido a sus caracteristicas reproductivas, en las que destacan: un
reducido nimero de crias, periodos de gestacién prolongados, crecimiento
individual lento y presenta periodos de baja fecundidad, lo cual repercute en el
tiempo para alcanzar la madurez sexual (Salomoén, 2009), en conjunto demuestran
tener un potencial reproductivo menor, en comparacion con otros grupos

zooldgicos.

El orden Heterodontiformes estd constituido Unicamente por la familia

Heterodontidae y un solo género Heterodontus.

Los peces cartilaginosos de la familia Heterodontidae, denominados comunmente
tiburones dormilones cornudos, tienen ocho especies, entre ellas Heterodontus
francisci (Kato et al., 1967; Compagno. 1984), su nombre comun es “tiburdn

cornudo”.



Clasificacion taxondmica y biologia de la especie. (Girard, 1855)

Filo: Chordata
Sufilo: Craniata
Superclase: Gnathostomata
Clase: Chondrichthyes
Subclase: Elasmobranchii
Orden: Heterodontiformes
Género: Heterodontus
Especie: Heterodontus francisci

Heterodontus francisci es un tiburén oviparo, las hembras ponen huevos cada 11 a
14 dias, entre los meses de febrero y abril, aproximadamente depositan 24 huevos
de 12cm por 6.4cm de color marron, los cuales son resistentes y flexibles en forma
de espiral, el embrion permanece mas de 5 meses dentro del cascaron, se ha
reportado que los huevos eclosionan en aguas de 13.2 m de profundidad y estan
firmemente implantados en las rocas (O’Gower, 1978). Estos son depositados entre
las rocas y después la hembra los recoge via oral para llevarlo a un lugar adecuado

para su eclosion (Dempster & Herarld, 1961).

H. francisci comparte su distribucién con Heterodontus mexicanus, sin confundirse,
debido a que ésta Ultima especie se caracteriza por un patrén de manchas grandes,
y presenta una barra de color claro entre las crestas supraorbitales (Taylor & Castro-
Aguirre, 1972).

El periodo de apareamiento es en los meses de diciembre y enero, el tiburén macho
persigue a la hembra y la sostiene la aleta pectoral con los dientes y copula durante
30 a 40 minutos, entre 2 a 4 semanas después de la copula, la hembra depositara

los huevos fertilizados entre las rocas donde eclosionan (Compagno, 1984).

La biologia de esta especie de tiburdn no es conocida. Existe informacién escasa
sobre su estrategia de vida, dinamica poblacional y biologia reproductiva. Al ser una

especie ovipara, resulta vulnerable a la pesca.



Esta especie habita en las aguas templadas y calidas del Océano Pacifico oriental,
desde la parte central de California, EE. UU., toda la peninsula de Baja California
incluyendo el Golfo de California en México (Kato et al., 1967). (Fig.1)

Figura 1. Mapa de distribucién de H. francisci.

El tiburon H. francisci es bentoénico, solitario y de habitos nocturnos; durante el dia
se encuentra entre las rocas, donde descansa a menudo con la cabeza dentro de
alguna grieta. Es abundante cerca de los lechos de algas a profundidades de 7 a 10
m, aunque también se le ha capturado en cuevas a mas de 100 m de profundidad
(Dempster & Herald, 1961). Se asume que emigran de aguas someras a profundas

en ciertas épocas, segun la estacion del afio (Roedel, 1953).

Es llamado tiburén cornudo debido a que tiene en la cabeza dos crestas altas por
encima de los ojos, mide de 97 cm a 120 cm, es de color marron cubierto de
manchas negras (Fig. 2) y su vientre muestra un tinte amarillento. Esta especie se
reproduce desde la zona intermareal hasta una profundidad de 1.52 m, la especie
presenta un alto grado de segregacion correspondiente a su historia de vida, tiene
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una gran fidelidad al sitio (Castro, 1988). Los tiburones juveniles (entre 35y 48 cm
de longitud total) tienden a permanecer en aguas mas profundas, por lo general
entre 40-150 m, y a medida que maduran migran de nuevo hacia aguas
relativamente someras. Esta segregacion del habitat por el tamafio y la etapa de
madurez reducen la competencia por alimento y habitat entre tiburones mas jévenes
y los adultos (Roedel & Ripley, 1950), en general los cuales se alimentan de
moluscos, cangrejos y otros invertebrados de caparazén duro (Finstad & Nelson,
1975).

Figura 2. Heterodontus francisci (Marine Bruges, 2018)

Los trabajos publicados con respecto a la familia Heterodontidae han sido pocos, y

en particular, reducidos para el tiburon H. francisci.

En el Pacifico central mexicano, Galvan-Magafa et al. (1989) realizaron un estudio
de la especie H. mexicanus, la cual, registra sus mayores abundancias en el bajo

Golfo de California durante las estaciones de invierno y primavera.

Con respecto a trabajos previos que estén relacionados con la reproduccion,
destaca el de Powter & Gladstone (2008), acerca de la biologia reproductiva de
Heterodontus portusjaksoni, en New South Wales, Australia, en el que sefialan que,

encontraron que los machos maduran a 77 cm de LT, y las hembras entre los 90
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cmde LT y una fecundidad ovarica promedio fue de 16 crias por hembra sin relacion
alalLT.

Tovar et al. (2007) indicaron que las hembras de Heterodontus portusjacksoni
maduraban cuando sus ovocitos presentaban medidas por encima de los 0.3 cm;
mientras que en los machos se analizaron los testiculos y la longitud del
gonopterigio, siendo una medida importante al determinar la madurez sexual de los

machos.

Ademas, Jones (1982), analiz6 las gonadas tanto de machos como de hembras de
H. portusjacksoni y encontré que las hembras maduraban a tallas alrededor de un

40% mas grandes que los machos.

Huber et al. (2005) realizaron un experimento controlado, donde analizaron la
biomecanica de la mordida de H. francisci para poder identificar como se
comportaba al momento de cazar a su presa y concluyen que el papel que juega la

fuerza de mordida es un éxito tanto ecologico y evolutivo en los tiburones.

En las costas mexicanas, Segura et al. (1997) realizaron un estudio de alimentacion
del tiburdn H. francisci para las costas de Baja California Sur en el cual, identificaron
que su alimentacion consistia principalmente de: gasterOpodos, crustaceos,
pelecipodos, cefalopodos, asi como de peces pequefios. Esta especie es bentodnica,

predominantemente carnivora.

Strong (1989) describié la utilizacion del habitat de H. francisci en la Isla Catalina,
California, e incluyd unas notas breves de los patrones de reproduccion. La relacién
de la longitud del gonopterigio con la LT indico que la primera madurez en machos
ocurre cuando tienen entre 56 y 61 cm de LT. También se colectaron 21 huevos que
se encontraron entre las rocas, de los que solamente cinco contenian embriones

viables.



Lo mas reciente, es una tesis de maestria de Castellanos-Vidal (2017), la cual
describe el ciclo reproductivo de H. francisci en Laguna Ojo de Liebre, B.C.S. y
menciona que presenta un periodo de desove que abarca al menos cinco meses
(febrero a junio) y concuerda con los meses en donde la temperatura del agua en la

Laguna Ojo de Liebre comienza a incrementarse.

Por esta falta de informacion este trabajo abordard el estudio de la biologia
reproductiva de esta especie, con énfasis en el estudio morfologico detallado del

sistema reproductor, a nivel macroscopico y de anatomia microscépica.



JUSTIFICACION

Los elasmobranquios son un recurso pesquero importante, pero sus poblaciones
son susceptibles a disminuir si la pesca no se efectia de manera ordenada, debido
a sus caracteristicas biolégicas (nimero reducido de crias, crecimiento lento y bajo
potencial reproductivo); condiciones que los vuelven vulnerables a la sobrepesca
(Bonfil, 1994; Marquez—Farias, 2002).

Se tiene poca informacién sobre la biologia reproductiva de Heterodontus francisci
asi como de su biologia basica, por tratarse de una especie de poca importancia
comercial en la zona de estudio, sin embargo es recurrente en las capturas y es
consumida localmente.

Por lo tanto, este trabajo tiene como objetivo ampliar el conocimiento sobre su
biologia reproductiva, lo que permitird generar conocimientos de los procesos
reproductivos usando bases histolégicas precisas para su descripcién y asi
proporcionar herramientas que ayuden a proponer medidas regulatorias para un

mejor manejo de las poblaciones de este recurso pesquero.
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OBJETIVO

Objetivo principal

Describir la biologia reproductiva de Heterodontus francisci, por medio del andlisis
microscépico y macroscopico de los 6rganos reproductores de ambos sexos.

Objetivos especificos

» Determinar la composicion de tallas y la proporcién de sexual en la poblacién
muestreada durante el periodo de estudio.

+ Estimar la talla de primera madurez sexual de cada sexo.
« Caracterizar la morfologia macroscoépica del aparato reproductor.

» Describir la anatomia microscopica de los 6rganos reproductores para ambos

SEeXos.

+ lIdentificar la presencia de esperma en la glandula oviducal.

11



MATERIALES Y METODOS

Area de estudio
Bahia Tortugas se ubica en el municipio de Mulegé en la region Pacifico Norte, en

Baja California Sur, México (Fig. 3), en las coordenadas geograficas 27°41’y 27°47’
de Latitud Norte y 114°39’ y 114°04’ de Longitud Oeste.
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Figura 3. Area de estudio Bahia Tortugas B.C.S.

El clima es de tipo BWhs(e), que se define como muy seco, semicalido con
temperatura media anual entre 18°C y 22°C (llegando hasta los 30°C), con régimen
de lluvias intermedio, precipitacion de 100 mm anuales, porcentaje de lluvia invernal

mayor a los 36 mm, con oscilacién térmica extremosa, (INEGI 1984). Esta area esta
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influenciada en primavera y verano por la Corriente de California, que lleva agua
fria, y en otofio e invierno por la Contracorriente costera de California (Guzman-Del
Préo et al., 2000). La costa del Pacifico de Baja California es una zona que se ubica
dentro de la region de la Corriente de California. Los vientos predominantes del
noroeste dan lugar a procesos fisicos como giros y surgencias, por lo que, esta
peninsula es una regidén natural de alta productividad biolégica la cual puede
sostener poblaciones de diversos organismos (Guzman-Del Préo et al.,, 1991;

Hernandez-Rivas et al., 2000).

Las capturas se realizaron entre 10 y 20 millas nauticas fuera de la costa, utilizando
redes de enmalle colocadas entre 50 my 70 m de profundidad, con dimensiones de

1.5 m de alto por 750 m de largo y luz de malla de 4 a 6 pulgadas. (Fig. 4)
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Figura 4. Tipo de red utilizada para este estudio tomada de Ramirez-Amaro, 2011

La principal activad econdmica de la zona es la pesca, siendo importante la pesca

de: abuldn, caracol, langosta, escama, tiburones y rayas.
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Trabajo de campo

Las muestras se obtuvieron a partir de la pesca artesanal de tiburones y rayas que
se lleva a cabo en diferentes zonas de pesca como “Malarrimo” y “El Campito”, y se
concentran en el campo pesquero de Bahia Tortugas. Estos se realizaron en el
periodo del 2012 al 2017 con 3 salidas por afio en los meses de marzo, agosto y
noviembre. Para este trabajo se tuvo un registro de 331 tiburones y se obtuvieron

muestras de drganos reproductores de 67 machos y 31 hembras.

A todos los ejemplares se les realizaron mediciones morfométricas en centimetros
por medio de un flexdmetro. La longitud total (LT) que va desde el morro hasta la
colay longitud pre caudal a lo largo de una linea recta de la parte frontal de la cabeza
hasta la parte terminal del I6bulo superior de la aleta caudal. (Fig.5)

Figura 5. Medidas de longitud total y longitud precaudal en H. francisci

Los machos se identificaron por la presencia de gonopterigios (6rgano copulador)
(Fig.6), y se determind su madurez sexual de acuerdo con el criterio de Pratt (1979);
En campo se midié el largo del gonopterigio en cm, se evalud el grado de

calcificacion de los gonopterigios, su capacidad de rotacion, la presencia de puntos
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hematosos en los gonopterigios (indicadores de cOpula reciente) y la presencia o
ausencia de semen en el rifiodon (Hoyos-Padilla, 2003). En seguida se realizé una
incision en la parte ventral desde el morro hasta la cloaca para extraer los testiculos

que se utilizaron para este estudio (Fig.7a).

Figura 6. Gonopterigio (Organo copulador masculino)

En el caso de las hembras, la madurez sexual se determiné después de hacer una
incision en la cavidad abdominal, lo cual permite visualizar y examinar los ovarios,
los ovocitos en desarrollo, los oviductos, los huevos o los embriones en el Gtero;
uteros distendidos (evidencia de un estado de gravidez previo) (Fig.7b). Se registra
la presencia de heridas en las aletas (marcas de dientes) causadas por la actividad

de cortejo.
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Figura 7. a) Se observa la cavidad abdominal de un macho maduro donde se encuentran los
testiculos de H. francisci b) Se observa la cavidad abdominal de una hembra madura con ovocitos
grandes y sefala el estdbmago e higado de H. francisci

Después de ser extraidos los érganos reproductores de los tiburones hembras y
machos, las muestras se fijaron en solucion de formol al 10% y se transportaron al
laboratorio, en casos necesarios se inyectaron con la misma solucién para asegurar

la fijacion en el interior de los 6rganos.

Trabajo de laboratorio

Se lavaron las muestras con agua corriente para quitar el exceso de formol y se
conservaron en alcohol al 70%. En los machos se registro en centimetros el ancho
y largo de los testiculos y para hembras largo y ancho de la glandula oviducal, utero

y ovario, asi como el didmetro del ovocito mas grande (cm).
Clasificacion del estado de desarrollo sexual
Ademas de los registros morfométricos, se realizaron observaciones del color y la

consistencia, de las estructuras reproductivas en ambos sexos, se clasificaron en
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tres fases dependiendo su estado de madurez: inmaduros, en maduracion y

maduros, siguiendo los indices de madurez propuestos por Tovar et al. (2007) para

H. portusjacksoni que se basan en describir el estado de madurez de los 6rganos

reproductivos. (Tabla 1y 2)

Tabla 1 . Estados de madurez propuestos por Tovar et al. (2007) para machos H. portusjacksoni

Estado de madurez Testiculo

Gonopterigio

Inmaduros

Indiferenciados del
organo epigonal

Cortos y no calcificados

En maduracion

Diferenciados del
organo epigonal, ni
lobular ni
vascularizado

Elongados y parcialmente
calcificados

Maduros

Elongado, lobular y
vascularizado

Elongados y completamente
calcificados

Tabla 2 . Estados de madurez propuestos por Tovar et al. (2007) para hembras H. portusjacksoni

Estado de Ovocitos Glandula Utero
madurez oviducal
Inmaduras Indiferenciado Indistinta desde el | Indistinto desde el

desde el érgano oviducto anterior | oviducto anterior

epigonal, sin
ovocitos visibles.

En maduracion Ovocitos Diferenciada del Uteros estrechos
blancuzcos < 3 oviducto anterior,
mm de didmetro mas larga que
ancha
Maduras Ovocitos En forma de Uteros estrechos,
vitelogénicos >3 | corazon, mas con huevos o

mm de didmetro ancha que larga paredes

distendidas
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Para evaluar si existe una relacion lineal entre la longitud del testiculo y la longitud
total de los machos, se ajustd una regresion lineal. En hembras se evalud esta

relacion entre la longitud de la glandula oviducal y la longitud total.

La talla de primera madurez sexual de 50% (Lso%) Se considera cuando el 50% de
los organismos se encuentran sexualmente maduros, en este trabajo se incluyeron
en este andlisis los organismos que se obtuvieron sus medidas morfométricas
(n=98) y se determiné mediante un analisis de regresion logistica para cada sexo,

con base en los indices de maduracion por separado Mollet et al. (2000)

Pm= 1/ [1+exp C*&LY]
Donde;
Pm= proporcion sexual organismos maduros de la muestra, transformado a valores
binomiales donde se asume 0 si es inmaduro y 1 si es maduro.
a= Constante de la ecuacién que determina el punto de origen de la curva.
b= Constante de la ecuacién que determina la inclinacion de la curva.
LT= Longitud total.

Andlisis Histolégico
El andlisis histologico se realiz6 en el Laboratorio de Morfofisiologia y el Laboratorio
de Invertebrados marinos ambos del CICIMAR-IPN.

En machos se realizaron cortes transversales de 1.0 cm aproximadamente en parte
anterior, media y posterior del testiculo y en las hembras cortes transversales y
longitudinales en la parte media o posterior (segun la muestra) de la glandula
oviducal para observar el almacén de esperma (Pratt, 1993). Se obtuvieron cortes
de un 1.0 cm aproximadamente del ovario, oviducto y Utero. Posteriormente se
sometieron a la técnica histologica de Humason (1979). Esta técnica consiste en la

deshidratacion a diferentes concentraciones de alcoholes crecientes desde alcohol
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etilico a alcohol al 70% mediante un procesador de tejidos lineal marca KEDEE KD-
TS3A, los tiempos en cada uno de los alcoholes fue estandarizado para esta
especie por su tamafio (Anexo 1). Después de la deshidratacion viene la fase de
aclaracidon que consiste en bafios con sustancias miscibles en parafina, esto se llevo
a cabo con cloroformo el cual transparenta el tejido. Por ultimo, la pieza es
impregnada con la parafina y es llevada al centro de inclusion para ser realizados

los bloques y asi facilitar el corte en el microtomo.

Se realizaron cortes a 5 yum en un micrétomo rotatorio mecanico LEICA RM2025 y
el corte se extendié en un bafo de flotacién donde contenia agua con grenetina a

40-50°C para asi hacer mas facil la colocacion en el portaobjetos.

Antes de la tincion los portaobjetos con los cortes se colocaron en una mufla durante
2 horas para quitar el exceso de parafina y después se realiz6 la desparafinacion
con cambios sucesivos en “americlear” (el cual es un disolvente que solubiliza la
parafinay elimina el exceso que pudiera quedar en los cortes) y pasando por alcohol
a concentraciones decrecientes (lo cual retira el disolvente utilizado y prepara al
corte a la técnica de tincion). Se aplico la técnica de tincion Tricromica de Mallory
para ovario glandula oviducal y testiculos, PAS para glandula oviducal; la técnica de
Feulgen para testiculo y glandula oviducal Hematoxilina-Eosina para los testiculos

y Utero.

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

ello su aplicacion en testiculos y glandula oviducal, este ultimo para observar si

existe almacén de esperma. Las muestras después de ser tefiidas se les coloca el

cubreobjetos con un medio de montaje llamado “cytoseal” que es una resina que

inhibe el cambio de la coloracion en las muestras ya teflidas. Las preparaciones se

observaron en el microscopio éptico Olympus, a diferentes aumentos, 2.0X, 2.5X,

10X, 20X, 40X y 100X. Aquellas laminillas en las cuales las estructuras se

presentaron en mejores condiciones, fueron seleccionadas y fotografiadas, mismas

qgue se utilizaron para las descripciones. Para la caracterizacién de las diferentes

fases de la espermatogénesis se usard la clasificacion de Parsons & Grier (1992) y

para la ovogénesis se usard la clasificacion de Serra-Pereira et al. (2011).

(Tabla 3y 4)

Tabla 3. Estadios de la espermatogénesis segin Parsons & Grier (1992)

Estadio |

Espermatogonia
primaria

Consiste en
espermatogonias primarias
ubicadas en la zona
germinal del testiculo,
acomparfadas de células de
Sertoli. Ambas en desorden,
sin organizar y otras en inicio
de ser rodeadas por una
membrana basal. Al ser
rodeadas por la membrana
basal, pasan a ser
espermatogonias
secundarias, con un arreglo
caracteristico: las
espermatogonias se
concentran en la periferia

y las células de Sertoli en el
lumen del espermatocisto.
Estan en una fase de
proliferacion (mitosis).
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Espermatogonia

Estadio Il :
secundaria
Estadio IlI Espermatocito primario
Estadio |V Espermato_cno
secundario
Estadio V Espermatida

Durante esta etapa las
células de Sertoli comienzan
a migrar de la posicion del
lumen del espermatocisto
hacia la periferia junto a la
membrana basal,
encontrdndose en transicion.
Las espermatogonias
incrementan en numero y
tamaiio.

Se ha completado la
migracion de la célula de
Sertoli dentro del
espermatocisto,
encontrandose en la periferia
de este. Se da inicio a la
primera divisibn meiotica,
pasando la espermatogonia
a ser llamada ahora
espermatocito primario.
Estos contienen un ndcleo
grande y granular.

Termina la primera division
meiotica de los
espermatocitos

primarios, dando lugar a los
espermatocitos secundarios
los

cuales presentan nucleos

muy pequenos y
redondeados.
Los espermatocitos

secundarios presentan la
segunda division meidtica,
justo antes de la
espermiogénesis, originando
las esperméatidas. Las
espermatidas presentan
nacleos elipticos, muestran
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Estadio VI

Estadio VII

Espermatozoide
inmaduro

Espermatozoide
maduro

el inicio de la formacion de
flagelos. Las espermatidas
se encuentran en desorden
dentro del espermatocisto.

Al término de la
espermiogénesis. La cabeza
del espermatozoide se dirige
hacia la membrana basal y la
cola se proyecta hacia el
lumen. Inicio de agrupacién
en manojos hacia la periferia
del

espermatocistos. Se
conocen como
espermatozoides inmaduros
debido a que la enzima
acrosina se dispone solo en
la region apical de la vesicula
acrosomica.

Espermatozoides maduros
unidos en manojos
compactos,

formandose paquetes de
esperma en el
espermatocisto. Se conoce
como espermatozoides
maduros debido a que la
acrosina se extiende a lo
largo de toda la vesicula
acrosomica
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Tabla 4. Estadios de la ovogénesis segun Serra-Pereira et al. (2011)

Es el ovocito primario
rodeado de una capa
delgada de  epitelio
folicular.

Fase 1 Foliculos primordiales

Los foliculos primordiales
son transformados en
foliculos  primarios, en
donde el ovocito aumenta
de tamafio y la capa del

Fase 2 Foliculos primarios epitelio folicular aumenta
de grosor, formando un

epitelio columnar
conteniendo dos tipos
de células: pequeiias y
grandes (teca externa e
interna respectivamente).
Son de mayor tamafo
que los foliculos
primarios, el epitelio
folicular aumenta de
grosor nuevamente, ya
Foliculos pre- gue ademas de contener
vitelogénicos células pequefias vy
grandes contiene células
piriformes (capa
granulosa) rodeadas de
células ricas en lipidos
(zona peldcida).

Fase 3

El ovocito entra en el
proceso de vitelogénesis
gue consiste en la
formacion de plaquetas
Fase 4 Foliculos vitelogénicos ~ de vitelo, la
pseudoestratificacion del
epitelio folicular y wun
incremento en la
vascularizacién periférica
entre los estratos de las
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Fase 5

Foliculos post-ovulatorios

tecas y el
folicular.

epitelio

Se trata de foliculos vacios
producidos después de la
expulsion del ovocito, aqui
solo

es visible los epitelios
foliculares. Esta fase
también contiene a

los cuerpos luteos, que
son foliculos altamente
vascularizados que surgen
ya sea por atresia o por la
ovulacion.

24



RESULTADOS

Composicion de tallas y proporcion sexual

Se tiene registro de 331 organismos colectados de los cuales 180 fueron machos y
151 hembras con una proporcién sexual de 0.8M:1H, no existiendo diferencias
significativas entre el nimero de organismos de ambos sexos. (X?= 0.1;p>0.05) (Fig.
8). Los intervalos de tallas de los organismos van desde los 45 a los 92 cm de (LT)
(Fig. 9), procedentes de muestreos desde el aflo 2012 al 2017 (Fig. 10) durante los
meses de marzo, agosto y noviembre (Fig.10), siendo mas abundantes durante el
2014 y teniendo el mayor niamero de organismos para los meses de marzo. La
mayoria de los organismos se encuentran entre los 70 a los 75 cm de LT (Fig. 11),
al aplicar la prueba t-student se observaron diferencias significativas (p<0.05)

siendo mas grandes las hembras.

B MACHOS
m HEMBRAS

Figura 8. Proporcion sexual de H. francisci
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Descripcion macroscopica

Hembras
Se analizaron un total de 31 gonadas de hembras, y se establecieron tres estadios

de maduracion con base en el tamafio color y nUmero de ovocitos. Se observé que
solamente el ovario derecho es funcional, el izquierdo esta ausente, a continuacion,
se presenta los oviductos que conectan con la glandula oviducal encargada de

almacenar espermay de formar la capsula ovigera y por ultimo los uteros.

o Inmaduras.
En esta etapa donde las hembras tenian una longitud menor a los 56 cm, se observo
gue los ovocitos se presentaron un tamafio menor a 1 cm con coloraciones palidas
y de consistencia acuosa, el ovario esta cubierto en su mayoria por el érgano
epigonal. La glandula oviducal apenas logra diferenciarse 22 mm y los Uteros

delgados de 4mm de ancho (Fig. 12).

Glandula ovario
oviducal

Scm

Figura 8. Aparato reproductor de hembra inmadura de H. francisci
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o En maduracion
Las hembras entre los 56 y 70 cm de longitud total presentaban el oviducto
diferenciado, aunque no grueso, la glandula oviducal comienza a presentar la forma
acorazonada entre los 35-40 mm. Los ovocitos presentaban diametros mayores a
20 mm y coloraciones mas oscuras los Uteros empiezan a ensancharse con 15 mm
de ancho (Fig.13).

| ovocitos

glandula oviducto
oviducal

Figura 9. Aparato reproductor de hembra de H. francisci
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o Maduracion
Las hembras en esta etapa fueron las que presentaron longitudes mayores a los 65
cm, la glandula oviducal presenta forma de corazén muy distinguible de 34 mm.
Ovarios grandes y con ovocitos de gran tamafio mayores a 30 mm y de coloraciones
qgue iban de los rosas a los cafés intensos. Oviductos gruesos y bien diferenciados
(Fig. 14). En esta etapa también presentaron hasta agosto del 2017, dos organismos

con uteros que contenian capsula ovigera con una longitud de 11 cm. (Fig. 15)

ovocitos

glandula
oviducal

Scm
Figura 10. Aparato reproductor de hembra madura de H. francisci
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Figura 11. Aparato reproductor de hembra madura con capsula ovigera de H. francisci

Capsula ovigera
En este estudio solo se encontraron dos hembras con capsula ovigera en el mes de

agosto del muestreo 2017 con una longitud total de 74 y 77 cm. Estas capsulas se

encontraron completamente formadas a punto de desove. (Fig. 16).

Heterodontus francisci tiene oviparidad simple, es decir tiene huevos pares y los
embriones con nutricion derivada solamente del vitelo. Los huevos estan envueltos
en una capsula de naturaleza proteica. La mayoria del desarrollo (hasta unos 15
meses) ocurre fuera de la madre. Esta especie es de oviposicién constante debido
al avanzado y elevado numero de ovocitos vitelogénicos ademas de presentarse

completas las capsulas ovigeras.
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Figura 12 Capsula ovigera de H. francisci

Machos

El aparato reproductor de los machos consiste en un par de testiculos funcionales
gue se encuentran en la cavidad abdominal los cuales estan formados por varios
I6bulos que varian de tamafio dependiendo de su estadio de madurez, se continlda
con el epididimo hasta los conductos deferentes que llegan a la vesicula seminal y

esta se conecta con los gonopterigios.

Se analizaron 67 testiculos de H. francisci a los cuales se les midio el largo y ancho,
se observaron sus caracteristicas morfolégicas distintivas. Se logré encontrar tres
grupos diferenciados: inmaduros, en maduracion y maduros. Los cuales se

describen enseguida.
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o Inmaduros
Los individuos de esta categoria tuvieron longitudes de los 40 cm a los 50 cm. El
gonopterigio presentd distintos valores y no se encuentran calcificados. Sus
testiculos tenian una forma mas circular que elongada, no hubo presencia de
I6bulos testiculares, estaban completamente lisos y se observo un color pélido

rosaceo. Las medidas de estos testiculos estaban entre los 1y 1.5 cm (Fig. 17).

Testiculos

Scm

Figura 13. Aparato reproductor de macho de H. francisci
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o En maduracion
Los testiculos de los individuos (56 y 65 cm LT) en esta categoria presentaron una
forma mas elongada, un color rosdceo mas intenso y algunos Iébulos testiculares
presentes. Los testiculos presentaron un largo de los 3 cm hasta los 10 cm y ancho
desde 1cm hasta los 3 cm. Se observo la presencia de una estructura en forma de
linea de color blanco que atravesaba los testiculos. También, se observan células
en forma circular en la gonada que podrian sugerir la formacion de los I6bulos

testiculares (Fig. 18).

Testicylos

Scm

Figura 14. Aparato reproductor de macho de H. francisci
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o Maduros
Los organismos mayores a los 67 cm de longitud total presentaron testiculos bien
diferenciados en l6bulos testiculares lo cual sugiere una abundante formacion de
esperma. El color se nota en tonalidades mas intensas a comparacion de los
organismos inmaduros donde el color es palido. En general, los testiculos tienen
una longitud mayor, de entre 5 cm hasta los 10 cm. La forma es completamente

elongada. El gonopterigio esta totalmente calcificado (Fig. 19).

Scm

Figura 15. Aparato reproductor de macho de H. francisci

35



Distribucion por estadio de madurez

Aproximadamente el 70% de los organismos de H. francisci estuvieron en el estadio
maduro posteriormente esto se corrobordé con la parte histologica (Fig. 20). La
longitud total de los organismos comparada con la longitud de los 6rganos
reproductores mostré una relacién positiva, solamente en machos. Se registro una
relacion entre la longitud del testiculo con respecto a la longitud total del organismo,
ya que a medida que el organismo fue mas grande, los testiculos aumentaron su
tamanio (r>= 0.5146). (Fig. 21)

En el caso de las hembras aparentemente hubo una tendencia positiva entre el largo
de la glandula oviducal (Fig. 22) con respecto a la longitud total de los organismos.
Sin embargo, debido al bajo nUmero de muestras no se observé una correlacién
significativa. (r’= 0.2707)
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Figura 16. Distribucién por estadio de madurez de los organismos de H. francisci
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Figura 18. Regresioén lineal entre la longitud total (LT) con la longitud del testiculo

37



Talla de primera madurez (Lsox )

Se estimo la talla de primera madurez sexual, en la cual se considera la talla a la
qgue el 50% de los organismos esta presente en la reproduccién al menos una vez
y se considera madura; mediante la ecuacion logistica de Mollet (2000); el valor
obtenido de Lso para hembras es de 76.75 cm de LT (Fig. 23) y para machos es
67.46cm LT (Fig. 24).
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Figura 19. Talla de primera madurez Lsox Hembras
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Descripcion microscopica

Hembras

Ovario

H. francisci presentd un ovario funcional de desarrollo asincrénico. Se clasificaron
los cortes en maduros e inmaduros. En la figura 25, se observa un corte transversal
del ovario de un organismo maduro con una longitud total de 65cm, en este se
presentan foliculos primordiales (FPr), foliculos primarios (Fp) y foliculo
preovulatorio (FpO).

Figura 21. Ovario de Hembra madura (65 cm LT) de H. francisci con tincion histoldgica Tricrémica

de Mallory (FPr= foliculo primordial, Fp= foliculo primario, FpO= foliculo pre-ovulatorio)
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La ovogénesis se analizé por medio de cortes histoldgicos, en este caso a 5 uym,

en total se identificaron cuatro fases de la ovogénesis:

Fase 1: Foliculos primordiales (FPr) El ovocito primario rodeado de una capa

delgada de epitelio folicular. (Fig. 26)

Fase 2: Foliculos primarios (FP) Se observan los foliculos primordiales
transformados en foliculos primarios donde el ovocito aumenta de tamafio y la capa
de epitelio folicular aumenta de grosor, formando un epitelio columnar (teca externa

y teca interna). (Fig. 26)

Figura 22. Foliculo primordial (FPr) y foliculo primario (FP) con tincion tricromica de Mallory
Fase 3: Foliculos en desarrollo o vitelo génicos (FD) El ovocito entra en proceso de
vitelogénesis que consiste en la formaciébn de plaquetas de Vvitelo, la
pseudoestratificacion del epitelio folicular y un incremento en la vascularizacion ente

la teca y el epitelio, ademas la zona pellcida alcanza un maximo grosor.
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Fase 4: Foliculos preovulatorios (FpO) El citoplasma presenta los granulos de vitelo
con formas esféricas ovaladas. La zona pellcida se adelgaza, debido a la

acumulacion de vitelo en abundancia (Fig. 27).
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Figura 23. Foliculos preovulatorios de Heterodontus francisci con técnica de tincién tricrémica de
Mallory a)400X b)100X .Se muestra Capa granulosa (cg), Zona pellcida (Zp), Granulos de vitelo
(Gv), Tejido conjuntivo (Tc).

Glandula oviducal
En la glandula oviducal se identificaron las cuatro zonas descritas por Hamlett
(2005). Se observa la glandula oviducal completa (Fig. 28), en la cual se pueden
diferenciar las 4 zonas. Comenzando por la zona “Club™: es la que continua de la
desembocadura del oviducto con un epitelio columnar simple ciliado con
invaginacion del lumen. Las células localizadas en la base apical de la zona de
pliegues reaccionaron positivamente a PAS indicando la presencia de
mucopolisacaridos. Posteriormente le sigue la zona “Papillary” el lumen de la
glandula oviducal permanece cerrado en este nivel y los acinos estdn mas distantes
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unos de otros, presentando una reaccion positiva moderada con PAS igual a la zona
club. Estas dos son las encargadas de formar la mucosa encargada del de proteger
al ovulo, la zona “Baffle” es donde se forma el huevo y por ultimo la zona “Terminal”
es donde se pretende encontrar almacenado esperma. Ademas, se observo
disminucion en la cantidad de acinos al acercarse al lumen, destacandose una

mayor ocupacion por tejido conjuntivo.

Figura 24. Corte longitudinal de la glandula oviducal de una hembra madura de 72cm LT de H.
francisci con tincién histologica positiva de Acido Per-yddico (PAS). En los recuadros amarillos se
muestran las estructuras caracteristicas de la glandula; lamelas y acinos, Asi como las 4 zonas: zona
Club (Zc), zona Papillary (Zpp), zona Baffle (zZb) y la zona Terminal (Zt)
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Utero
El Gtero constituye la parte terminal del oviducto en los viviparos este se encuentra

modificado para retener a los embriones dentro del cuerpo por medio del cérvix y
en los oviparos es donde los huevos van a desarrollarse. En las hembras juveniles
son delgados hilos de color blanco lechoso que se encuentran entre 3 cm de largo
y 1 cm de ancho mientras que para las hembras maduras son 8 cm de largo y 4 cm
de ancho. En cuanto a las hembras con capsula ovigera, esta se va ensanchando
conforme va desarrollandose el huevo; en este trabajo el atero mas grande midié
1lcm. En la imagen (Fig. 29) observamos el corte longitudinal del Gtero de una
hembra madura de H. francisci presentando las fibras musculares caracteristicos de

Utero.

Figura 25. Corte longitudinal del Gtero de H. francisci con la tincion de Hematoxilina- Eosina A)100x
B)400x epitelio estratificado cilindrico con cilios (Eec), tejido conectivo (TC), tejido muscular liso
(Tml).
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Machos

Testiculo
En elasmobranquios se conocen tres tipos de patrones de desarrollo testicular, por

la madurez de los espermatocistos en los testiculos dependiendo el numero y la
ubicacion de la zona germinal. Heterodontus francisci posee testiculos con
desarrollo de tipo diamétrico. Los espermatocistos se originan en un extremo del
testiculo y se distribuyen en secuencia de maduracién, al eje diametral del testiculo,
hasta el otro extremo de la pared del testiculo. linicia en la zona germinal, avanza
en linea y termina con la formacién de los cumulos de espermatozoides
completamente formados dentro del espermatocisto de la zona germinal hasta zona
de espermatidas (Fig.30). Existen diferencias entre un testiculo maduro y uno
inmaduro y se evidencia por el porcentaje de ocupacion del 6rgano epigonal, que
es desplazado y disminuido al avanzar la maduracion testicular.

5mm
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Figura 26. Corte transversal de testiculo diamétrico de H. francisci maduro de 69 cm de longitud total.

(Aumento: 2.0X, Tincién de Feulgen; Zg= zona germinal, Eg1°= espermatogonia primaria, Eg2°=

espermatogonia secundaria, Et1°= espermatocito primario, Et2°= espermatocito secundario, Ept=

espermétida, Es= espermatozoides, OE= érgano epigonal). La flecha indica la direccién en que

avanza la maduracion del testiculo.

Cada zona en maduracion (zona germinal, espermatogonia 1° y 2°, espermatocito

1°y 2°, espermatida, y espermatozoides) poseen espermatocistos en el mismo nivel

de desarrollo. Es decir, el corte transversal pone de manifiesto la maduracién de

afuera hacia adentro, hasta conectarse con los epididimos y conductos deferentes.

A continuacion, se describen los estadios encontrados en el testiculo de H. francisci:

Tabla 5. Fases de la espermatogénesis de H. francisci

Estadio |

Gonocitos: primera etapa de la
espermatogénesis, los gonocitos se
encuentran en la periferia del l6bulo

testicular sin ningn acomodo

Estadio Il

Espermatogonia: consiste en células de
sertoli que inician su migracion hacia la
periferia del espermatocito y las
espermatogonias estan alineadas a la
membrana basal, los espermatocistos
aumentan de tamafio. Las
espermatogonias son las células
germinales masculinas en su estado
diploide que se encuentra en

multiplicacion activa por mitosis y estan
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alineadas en la membrana basal (Fig.
31A).

Estadio Il

Espermatocito  primario: son el
resultado de la primera division
meiotica de la espermatogonia, y se
observan nucleos mas grandes ahora
las células de sertoli se ordenan en la
periferia (Fig. 31Ay B).

Estadio IV

Espermatocito secundario: se muestran
con nucleos pequefios y redondeados.
estos presentan una reduccion en el
tamanfo del nucleo y la heterocromatina

se desplaza hacia la periferia (Fig. 31B).

Estadio V

Espermétidas: se forman a partir de la
segunda divisibn meidtica de los
espermatocitos secundarios, se
observan nucleos elipticos con la
aparicion de los flagelos, no se
encuentran ordenados dentro de los

espermatocistos (Fig. 31B).

Estadio VI

Espermatozoides inmaduros: siendo
estos de forma alargada, ordenados de
forma que el acrosoma esta dirigido
hacia la membrana basal y los flagelos

dirigidos hacia el lumen (Fig. 31Ay B).
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Estadio VII

Espermatozoides maduros:

organizados en manojos compactos a
la periferia, con los acrosomas dirigidos

hacia la membrana basal (Fig. 31Ay B).

ya
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Figura 27. Corte de testiculo de H. francisci aumento 100x con la tincidn histologica de Feulgen. Se
muestran los diferentes estadios en cada uno de los espermatocistos a) espermatogonia 2° (Eg2°).
Espermatozoides (Es), tejido conectivo TC b) diferentes estadios de la espermatdgenesis en cada
uno de los espertocistos.
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DISCUSION

El intervalo de longitudes de los organismos muestreados entre el periodo 2012-
2017, permite estimar la talla de la captura artesanal de la zona de estudio. Estas
tallas van desde los 39 cm a los 92 cm de LT y coinciden con el trabajo de
Castellanos-Vidal (2017) en Laguna Ojo de Liebre con organismos que van de 25 a
89 cm LT para ambos sexos y con el trabajo de Ebert et al. (2013) en Isla Catalina,
California con tallas maximas reportadas entre 86 y 93 cm LT. Tomando en cuenta
el tamafo de los organismos de H. francisci esto quiere decir que las tallas se
encuentran en un mismo rango de longitudes a lo largo de toda su distribucion
ademas presenta un dimorfismo sexual, donde las hembras son mas grandes que
los machos. Ebert et al. (2013) reportaron que H. francisci presenta esta diferencia
de tamafio entre los sexos, al igual que una diferencia en la distribucion entre los
sexos y estadios de desarrollo. Tovar et al. (2007) en un estudio realizado en
Victoria, Australia, reportaron diferencias entre tallas en las capturas de una especie
del mismo género (H. portusjacksoni), siendo las hembras las que presentaron tallas
mayores con respecto a los machos, lo cual coincide con lo observado en este
estudio. Este cambio en las tallas podria deberse a procesos bioldgicos, debido a
que las hembras enfocan su energia para alcanzar mayores longitudes para poder

reproducirse; mientras que los machos para alcanzar la madurez sexual.

Esta condicion de dimorfismo es comun en varias especies de elasmobranquios,
incluyendo el género Heterodontus, en donde las hembras alcanzan mayores
longitudes (Medellin, 2006; Tovar et al., 2007; Jones et al.,, 2008). De manera
general, Cortés (2000), analizé 230 poblaciones de tiburones de 164 especies y
encontré que la longitud total maxima en los machos fue 10% mas pequefia que la

de las hembras.
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En las poblaciones naturales se espera encontrar un proporcién sexual de 1:1
(Piferrer, 2009); en este trabajo se obtuvo una proporcion de 0.8M:1H
(machos:hembras) misma que se presenté en la mayoria de los muestreos y no se
encontraron diferencias significativas en la distribucién temporal durante el periodo

de estudio.

Bahia Tortugas podria ser una zona en donde hembras y machos, comienzan a
reunirse en un punto geografico para comenzar el apareo durante los siguientes
meses. Se sabe que una estrategia reproductiva en tiburones involucra el apareo y
el almacén del esperma por parte de las hembras, asi que podrian aparearse y
guardar el esperma en la glandula oviducal hasta el momento de la fertilizacion de
los huevos. La proporcién sexual permite inferir si la existencia de una segregacion
espacial por sexos puede responder a una fase del ciclo reproductivo que se esté

presentando en ese momento (Grijalba-Bendeck et al. 2008)

En el presente trabajo los organismos de H. francisci tuvieron una mayor
abundancia durante marzo, agosto y en el afio 2014, el aumento de organismos en
este periodo fue por un mayor esfuerzo de muestreo. Un 70% de los organismos se
encontraron en estadio maduros con dos hembras prefiadas en el mes de agosto
del 2017 con la capsula ovigera totalmente desarrollada; sin embargo, los tres
estadios descritos estuvieron presentes durante los meses y afios de este estudio.
Engel & Callard (2005) mencionan que es frecuente en diversas especies de
tiburones el presentar todos los estadios durante todo el afio, siendo asi un
desarrollo asincronico. Esta especie de tiburdn realiza pequefias migraciones en

busca de alimento o para aparearse (Compagno, 2001).

Por otro lado, las hembras que presentaron capsulas ovigeras, fueron encontradas
en el mes de agosto; comparando con lo obtenido en los registros del norte del Golfo
de California, las cépsulas ovigeras estuvieron presentes en los meses de

noviembre, marzo y abril (Castillo, 2007), y en las costas de Sonora en los meses
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de otofio y en el estudio de Laguna Ojo de Libre se encontraron en el mes de febrero
pero estas capsulas ovigeras no estaban completamente desarrolladas, solo un
40% menciona Castellanos-Vidal (2017) y en nuestro estudio las capsulas ovigeras
estan completamente desarrolladas. En este sentido se podria mencionar que las
hembras comienzan en la ovulacién y la formacion del huevo en el invierno, en este
estudio se sugiere que el periodo de desove ocurre en el verano cuando la
temperatura del agua aumenta, es probable que la ausencia de registros de
hembras con capsulas ovigeras se haya debido a que coincide con la temporada de

veda (mayo a julio).

Ebert et al. (2013) argumentan que los machos de H. francisci maduran por primera
vez cuando tienen una LT de 56 a 61 cm y las hembras cuando tiene una longitud
mayor a 58 cm anterior concuerda con Strong (1989) quien reporté una LT de
primera madurez igual para los machos en la Isla Catalina, California, utilizando el
indice del gonopterigio; mientras que Castellanos-Vidal (2017) en el estudio de
biologia reproductiva en la Laguna Ojo de Liebre obtuvo las siguientes longitudes:
51 cm para machos y 53.7 cm para hembras. Estas longitudes de talla de primera
madurez de todos estos estudios son menores a las encontradas para la zona de
Bahia Tortugas que es 76.7cm para hembras y 67.4cm para machos. Se ha
reportado que la Lsow para una misma especie, puede ser diferente debido a la
variacion latitudinal (Parsons, 2007). La diferencia de longitudes que presentan los
organismos de Laguna Ojo de Liebre respecto a los de Bahia Tortugas puede
deberse a que la zona de muestreo en Bahia Tortugas es mas extensa ya que se
sale a distancias mas grandes y a mayores profundidades donde los organismos

mas grandes pueden encontrarse.

La descripcidon macroscopica del aparato reproductor en hembras de Heterodontus
francisci al igual que otros tiburones esta compuesto por un solo ovario en el lado
derecho, sostenido por un meso ovario que llega al oviducto, pero sin continuarse

con éste (Wourms, 1977). Presenta una entrada llamada ostium en la parte anterior
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de la traguea que se bifurca en dos oviductos los cuales llegan a un par de glandulas
oviducales, las cuales se contintan en la parte posterior del oviducto y desembocan
cada uno en un utero, la composicién anterior del aparato reproductor de las
hembras de esta especie también fue descrito por Compagno (2001), tanto machos
como hembras poseen el llamado érgano epigonal al que se atribuye una funcién

hematopoyética (Jezior & Hamlett, 1995).

Heterodontus francisci presentd un ovario funcional (derecho) con ovocitos visibles
cubiertos por un epitelio germinal, conectado a un par de oviductos glandulas
oviducales y uteros (Powter, 2008).

Este tipo de desarrollo se ha reportado en diferentes elasmobranquios oviparos
como el Cephaloscyllium ventriosum (Bernal-Pérez, 2017) al igual que otros
elasmobranquios como Cephaloscyllium umbratile y Cephaloscyllium laticeps, el

ovario funcional es el derecho (Wourms, 1977)

Esto difiere en algunas rayas que tienen dos ovarios funcionales como se report6

para Pseudobatos productus (Juaristi- Videgaray, 2016).

La glandula oviducal es caracteristica por presentar una forma acorazonada, esta
se presenté en los organismos maduros. Powter et al. (2008) reportan que se
pueden diferenciar los diferentes estadios de maduracion respecto a la forma y
tamafio de la glandula oviducal, asi como también se observé que la glandula

oviducal es de mayor tamafio en los organismos oviparos (Hamllet, 2005).

La longitud total comparada con diferentes medidas de distintas estructuras de las
gonadas de hembras se observé que hay un crecimiento proporcional entre el

organismo y el aparato reproductor.

El ovario presentd distintos estadios de ovocitos (Powter & Gladstone (2008)
tomaron como referencia que los ovocitos a partir de 0.5 cm correspondian a una

hembra en maduracién segun las caracteristicas de la glandula oviducal y para
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considerar a una hembra totalmente madura, los ovocitos deberian tener medidas

mayores a 3.5 cm.

Jones et al., (2008) dividieron a las hembras en inmaduras si presentaban ovocitos
menores a 2.5 cm y maduras si eran 2.5 cm. En este estudio y basados en el trabajo
de Tovar et al. (2007) se encontraron ovocitos mayores a 3.5 cm s6lo en hembras
totalmente maduras. Pero, tanto en hembras en maduracion o inmaduras existe un
amplio margen de valores en los ovocitos por lo que éstos no fueron el criterio
definitivo al momento de catalogar a los organismos. Sin embargo, en ambos
estudios y en el presente trabajo se encontrd que a partir de los 0.5 cm los ovocitos

estan completamente vitelogénicos.

Después de la glandula oviducal esta el Gtero, el cual es el ensanchamiento de los
oviductos doénde los huevos van a desarrollarse (Carrier et al., 2004). Estas
estructuras al igual que las anteriores presentan caracteristicas particulares de
acuerdo con el estadio en el que se encuentran, por lo tanto el desarrollo de estos
organos coincidié con lo observado por Pérez-Jiménez (2006) y Bustamante (2007)
para Mustelus henlei, observando que la diferencia de tamafos de los uteros en las

hembras maduras, dependen del estado reproductivo en el que se encuentren.

En cuanto a la descripcidbn macroscopica de los machos estos tienen dos testiculos
en los cuales no se encontro diferencias significativas respecto al tamafo, sin
embargo, hay diferencias en el color y textura respecto a los diferentes estadios de
maduracién. En diferentes trabajos de elasmobranquios se reporta que es mas
viable inferir los diferentes estadios sexuales de un macho tomando en cuenta la
relacion del gonopterigio, grado de calcificacion y la apertura del rifiodon (Powter et
al. 2008). En este estudio no se realizaron dichas relaciones ya que no se obtuvieron
suficientes medidas de los gonopterigios de los organismos capturados asi que solo
se utilizaron las medidas de los testiculos, esto se ha reportado en diversos trabajos

de tiburones que coincide con el estadio sexual que se inferia solamente
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observando el gonopterigio. Por lo que, analizar los testiculos podria ser una buena

referencia si no se cuentan con los datos del gonopterigio y rifiodon.

En su estudio, Powter & Gladstone (2008) y Tovar et al., (2007) indican que a partir
de los 0.5 mm y la forma lobulada de los testiculos se puede considerar a un
organismo como maduro, la forma lobulada es la misma que se reporté en este
estudio como parte distintiva en un testiculo maduro. De igual forma, no se
encontraron diferencias significativas entre los testiculos derecho e izquierdo. En el

presente estudio tampoco se registro.

Al comparar la longitud total del organismo con la longitud del testiculo, se observo
cierta tendencia de proporcionalidad, sin embargo, el valor de correlacién es bajo
(R°=0.5146).

El 70% de los organismos se encontraron maduros esto puede ser debido a la
abertura de malla utilizada para la zona (152 mm o 6 pulgadas) que cumple con las
disposiciones aplicables para la pesqueria riberefia artesanal de tiburones y rayas
establecidas en la NOM-029-PESC-2006 (DOF, 2007). La utilizacion de esta
abertura de malla da como resultado que el intervalo de longitudes con mayores
capturas en ambos sexos (65 a 75 cm de LT) sea superior a la longitud de primera
madurez sexual. Esto coincide con el trabajo de Castellanos-Vidal (2017) en Laguna
Ojo de Liebre donde encontraron que los organismos mas abundantes estan dentro
del intervalo de talla de 61 a 70 cm de LT para ambos sexos siendo igual o mayor

gue la longitud de primera madurez sexual.

Diversos autores sugieren que, en el caso de los elasmobranquios en particular,
para determinar la madurez sexual, debe existir una combinacion de la morfologia

externa del sistema reproductor y el analisis interno de las génadas.

El analisis histologico de las génadas ha sido usado para corroborar los estados

de madurez determinados en varias especies (Maruska et al. 1996).
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La ovogénesis es similar en todos los vertebrados, existe una gran diversidad de en
los epitelios foliculares entre cada especie de elasmobranquios, aunque exhiben
algunas particularidades (Galindez, 2016). Para determinar la madurez sexual,
debe existir una combinaciéon de la morfologia externa del sistema reproductor y el
andlisis interno de las génadas. En este estudio se encontraron cuatro fases de la
ovogénesis. Durante el crecimiento del ovocito, el epitelio folicular cambia
progresivamente su organizacion y se convierte en varias capas con la presencia
de tres tipos de células: células pequefas, intermedias y piriformes. Esta
organizacion tiene una duracion hasta el final del crecimiento de los ovocitos, pero

su actividad cambia significativamente (Prisco, et al., 2007; Soto-Lépez, 2014)

Ademas, las hembras maduras muestran numerosos foliculos vitelogénicos en
crecimiento y pueden mostrar cuerpos atrésicos o cuerpos luteos embebidos en
tejido conjuntivo laxo (Prisco et al. 2002); sin embargo, Heterodontus francisci no
presento atresias ni cuerpos luteos, lo cual concuerda con algunas especies de
batoideos. El no encontrar presencia de cuerpos luteos en el ovario, se debe a que
en especies oviparas disminuye su presencia en pocas semanas; mientras que en

especies viviparas persisten durante toda la gestacion (McMillan, 2007b)

El proceso de la ovogénesis es similar en todos los vertebrados, existe una gran
diversidad en los epitelios foliculares entre cada especie de elasmobranquios. Al
observar ovocitos en diferente grado de desarrollo se puede concluir que H. francisci
es un desovador parcial asincronico, esto quiere decir que la hembra libera los

foliculos uno por uno.

La glandula oviducal es una estructura especializada presente en los Condrictios y

las funciones mas importantes es el almacén de esperma y la produccion de la
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capsula ovigera (Hamlett, 1995). Se encarga de la transferir los huevos al utero y
secretar sustancias gelatinosas que rodea y da protecciéon al ovulo y embriones
(Hamlett & Koob,1999).

Heterodontus francisci mostro las 4 zonas morfofuncionales caracteristicas de esta
glandula y que presentan diferencias como en Pseudobatos productus (Juaristi-
Videgaray, 2016) y Cephaloscyllium ventriosum (Bernal-Pérez, 2017). Hamlett
(2005) menciono que estas zonas se distinguen inclusive en especies con diferente
modo reproductivo. Cada una de las zonas es responsable de una Unica funcion, se
caracterizan por su diferente organizacion histolégica y por afinidad de tincion.
Algunos elasmobranquios como H. francisci en este estudio presentan reaccion
positiva a la tincion de PAS+ y H-E (Pratt, 1994, Smith et al., 2004; Moura et al.,
2011).

Estas cuatro zonas se distinguen en la mayoria de las especies estudiadas: una
zona anterior del club, seguida por una zona papilar que produce moco que rodea
el 6vulo fertilizado en las primeras etapas de la embriogénesis, una zona deflectora
qgue forma la envoltura terciaria del huevo, y una zona terminal donde se almacena
el esperma (Hamlett & Koob, 1999)

Segun Hamlett & Koob (1999) la funcién de la glandula se altera en los tiburones
con placenta vivipara; en este caso, la membrana que rodea el embridn es delgada
y casi transparente en relacién con la cascara de huevo generada por especies

oviparas.

No se ha reportado para Heterodontus francisci almacén de esperma, algunas
hembras de elasmobranquios pueden almacenar esperma en la glandula oviducal
durante algunos meses (Pratt, 1993; Moura et al., 2011) como es el caso para
Centroscymnus coelolepis (Moura et al., 2011), S. lewini y S. zygaena (Bejarano-
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Alvarez, 2011) y C. ventriosum (Bernal-Pérez, 2017); si el esperma no se almacena,
la copula se llevaria en repetidas ocasiones a través del afio. Se ha observado en
Dasyatis americana, la capacidad de realizar copulacién en cuestién de minutos a
horas después del parto (Pratt & Carrier, 2005; Powter & Gladstone, 2008).

El almacenamiento de esperma en la glandula oviducal es un mecanismo evolutivo
conservado en elasmobranquios, que muy probablemente aseguré la inseminacién
exitosa de especies con habitos nOmadas o de aquellos con baja densidad de
poblacién (Pratt, 1993).

Para H. francisci, un almacenamiento de esperma por un tiempo mas prologado
puede ser innecesario, ya que ambos sexos se encuentran en la zona de estudio
durante todo el afio, por lo que no hay una separacion temporal o geogréafica (Storrie
et al., 2008). Esto contrasta con especies de tiburones pelagicos como S. lewini o
P. glauca, con un estilo de vida ndmada, en donde la glandula oviducal actia como

un verdadero depdsito seminal que permite la fertilizacion tardia (Pratt, 1994).

Esto sugiere que puede existir almacenamiento de esperma en las glandulas
oviducales antes del inicio de la ovulacion para asegurar la fertilizacion de los
huevos (Castellanos-Vidal, 2017). Otros autores han propuesto lo mismo para H.
portusjacksoni, ya que se han observado apareamientos antes de la ovulacion
(Tovar et al., 2007; Jones et al., 2008).

Respecto a los machos en los elasmobranquios se han identificado tres tipos de
testiculos definidos por su patron de origen y la propagacién de los foliculos
seminiferos: radial, diamétrico y compuesto (Pratt, 1988). H. francisci mostré un
desarrollo de la espermatogénesis del tipo diamétrico caracteristico del orden

Carchariniformes, en el cual los foliculos seminiferos se distribuyen desde la zona
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germinal a través del diametro de los testiculos al extremo opuesto, donde los

conductos eferentes recogen los espermatozoides (Pratt, 1988).

Este arreglo también fue encontrado en Heterodontus portusjacksoni (Tovar et al,
2007) Centroscymnus coelolepis y Centrophorus squamosus (Girard et al., 2000) y
en Mustelus canis (Conrath & Musick, 2002), y mas reciente el estudio de
Cephaloscyllium ventriosum (Bernal-Pérez, 2017) similar a lo reportado para
especies del mismo género como Cephaloscyllium laticeps (Awruch et al., 2008) y
para otras especies como el tiburén Sphyrna tiburo (Parsons & Grier, 1992), tiburén
piloto Carcharhinus falciformis (Hoyos-Padilla, 2003) y el tiburén azul Prionace
glauca (Carrera-Fernandez, 2004). Las fases de la espermatogénesis dentro del
espermatocisto, ocurren de manera similar en los elasmobranquios, solo cambia el

namero y la manera de proliferacion de estos espermatocistos.

El inicio de la espermatogénesis ocurre en etapas tempranas del desarrollo sexual,
es decir que en organismos inmaduros puede ser encontrado en fases avanzadas
de desarrollo de la espermatogénesis, como ocurre en Raja clavata y en otros
batoideos (Serra-Pereira et al. 2011). Este hecho también se ha descrito en otros
elasmobranquios, tales como el tiburon portugués Centroscymnus coelolepis y el

guelvacho negro Centrophorus squamosus (Girard et al. 2000).

H. francisci presento tanto en organismos maduros como en inmaduros todas las
etapas de la espermatogénesis. El andlisis histolégico mostré6 formacion de
espermatozoides maduros en testiculos desde organismos inmaduros, los cuales
aun presentaban gonopterigios sin calcificar. Entonces el érgano que determinara
su capacidad de apareamiento y sera la calcificacion gonopterigio,

independientemente si se encuentran espermatozoides listos en los testiculos.
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CONCLUSIONES

Este trabajo amplio la informacion sobre la biologia reproductiva del tiburén H.
francisci en la zona de Bahia Tortugas B.C.S. El intervalo de tallas para los
organismos en ambos sexos oscilo entre los 45cm a los 92cm de LT presentando
tallas mayores las hembras. Los organismos muestreados se presentaron en un
70% en estadio maduro durante toda la temporada con una proporcion sexual
0.8M:1H. La Lso% para machos es 67.4cm y para hembras 76.7cm de LT, fue mayor

que lo reportado para otras areas de distribucion.

La descripcion de las gonadas de hembras nos da como resultado una capsula
ovigera por Utero esta se presentd solo en una temporada de muestreo en el afio
2017. Ademas, tienen un ovario funcional con un desarrollo folicular de tipo
asincronico y se describieron las 4 fases de la ovogénesis. No se encontré almacén
de esperma en la glandula oviducal pero esta si presento las 4 zonas

morfofuncionales caracteristicas de los elasmobranquios.

En cuanto a los machos tienen un sistema reproductor pareado con los dos
testiculos funcionales; presentan un desarrollo del testiculo diamétrico y tanto
machos inmaduros y maduros presentaron todas las etapas de la
espermatogénesis. El o6rgano que determina su estado y capacidad de

apareamiento es la calcificacion del gonopterigio.

Al combinar un andlisis macroscoépico y microscopico se obtiene informacion precisa
acerca de las estructuras sobre el proceso de maduracion que es muy importante

para el manejo de las pesquerias.
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RECOMENDACIONES

Debido a que H. francisci es cada vez mas recurrente en las pesquerias es
necesario seguir realizando investigacion de esta especie ya que existe poca

informacion para recomendar un manejo sustentable.

Se sugiere realizar mas muestreos por afios completos ya que asi se podra definir
el ciclo reproductivo, realizandolo con los métodos histolégicos que permiten
corroborar la informacion de lo que se esta viendo de manera macroscopica. Este
analisis también se recomienda realizarlo en las glandulas oviducales ya que aun

no se ha reportado el almacén de esperma.

Se recomienda realizar un estudio de genética de poblaciones debido a la

variabilidad de la longitud que presentan los organismos en otras regiones.
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ANEXO |

Tiempos de deshidratacién e inclusion

Alcoholes lcm 2cm
80° 60 min 165 min
96° 60 min 165 min
96° 60 min 165 min
96° 60 min 165 min
100° 60 min 165 min
100° 60 min 165 min
100° 60 min 165 min
100°+ Cloroformo 15 min 20 min
cloroformo 7 min 10 min
Cloroformo+ parafina 30 min 40 min
Parafina 1 2 hr. 2 hr.
Parafina 2 2 hr. 3 hr.
Parafina 3 3 hr. 3 hr.
Inclusién
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