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RESUMEN
La raya latigo Hypanus longus se distribuye en el Pacifico Oriental Tropical, desde Baja
California, México hasta Ecuador. En el Pacifico de Guatemala es la especie de raya mas
capturada, y es una de las especies mas pescadas en paises como El Salvador, Nicaragua,
Costa Rica, Panamay al sur de México. Actualmente, la informacion tendiente a implementar
medidas de regulacién y manejo es escasa. La investigacion se realizé en la comunidad
pesquera de Sipacate en el Pacifico de Guatemala, de enero de 2019 a febrero de 2021. Se
obtuvo informacion en el desembarque de la flota artesanal tomando datos morfométricos,
ademas se recolectaron gonadas de organismos para describir los aspectos reproductivos. En
el laboratorio se tomd datos morfométricos de gonadas y se prepararon las muestras para
realizar el analisis histologico. El objetivo general fue caracterizar parametros de la biologia
reproductiva de la raya latigo Hypanus longus. Se utilizé informacion morfométrica de 2659
organismos, 1248 hembras y 1411 machos. La talla promedio de las hembras fue de 83.32
+ 22.34 cm de ancho de disco (AD); de los machos de 78.18 + 10.46 cm AD. Sin diferencias
estadisticas entre los AD de los dos sexos (Mann-Whitney, p=0.235070). La proporcién
sexual fue 0.88:1 H:M, (x2=10.12; p<0.05). La relacion del ancho de disco-peso, con los
datos con los dos sexos combinados resulto en un crecimiento alometrico negativo
(b=2.0296263, p<0.05). Para estudiar los aspectos reproductivos se utilizaron 495
organismos, 219 hembras y 276 machos. La longitud de gonopterigio y la longitud del
testiculo izquierdo describieron el estado de madurez sexual en los machos. La talla de
madurez (L50) calculada para machos fue de 75.72 cm AD, se validd por la presencia de
espermatozoides maduros en los testiculos. El estado de madurez sexual en las hembras se
estimé por la longitud del dtero izquierdo. La L50 calculada para hembras fue de 105.42 cm
AD. Se validd por la presencia de las criptas del trofonemata del Gtero. La proporcion sexual
estimada de los embriones fue de 0.76:1.00 H:M, (x2=0.83; p>0.05), la fecundidad promedio
fue de 2 embriones por hembra. La talla de nacimiento calculada fue de 35 cm AD. La
especie H. longus en el Pacifico de Guatemala mostro evidencia de ser una especie
asincronica. Por primera vez se realiza un estudio de biologia reproductiva de esta especie en
el Pacifico de Centro Americay Sur de México, obteniéndose la L50 para machos y hembras

mas bajas en la zona de distribucion. Ademas, se amplia el intervalo de fecundidad para la

XMl



especie con 6 embriones. Se recomienda realizar estudios sobre la segregacion de machos y

hembras y estudios especificos sobre la fecundidad uterina para no sub estimar esta variable.

ABSTRACT
The Longtail stingray Hypanus longus is distributed in the Eastern Tropical Pacific, from
Baja California, Mexico to Ecuador. In the Pacific of Guatemala, it is the most caught ray
species and one of the most fished species in countries such as El Salvador, Nicaragua, Costa
Rica, Panama and southern Mexico. Currently, the information tending to implement
regulation and management measures is scarce. The research was carried out in the fishing
community of Sipacate in the Pacific of Guatemala from January 2019 to February 2021.
Information on landings of the artisanal fleet was collected, taking morphometric data; in
addition, gonads of some organisms were collected to describe the reproductive aspects. In
the laboratory, morphometric data of gonads were taken, and samples were prepared for
histology. The general objective was to characterize the parameters of the reproductive
biology of Hypanus longus. Extracted morphometric information was from 2659 organisms,
1248 females and 1411 males. The average size of the females was 83.32428 + 22.34991 cm
Disk Width (DW); of males was 78.18987 + 10.4645 cm DW. No statistical differences
between the DW of the two sexes (Mann-Whitney, p=0.235070). The sex ratio was 0.88:1
F:M, (x2=10.12; p<0.05). The disk width-weight relationship, combined with the data with
the two sexes, resulted in negative allometric growth (b=2.0296263, p<0.05). For
reproductive aspects, 495 organisms were used, 219 females and 276 males. Clasper length
and left testis length described the state of sexual maturity in males. The size at maturity was
(L50) calculated, for males was 75.72 cm DW; it was validated by the presence of mature
sperm in the testes. The length of the left uterus was used to estimate the state of sexual
maturity in females. The calculated L50 for females was 105.42 cm DW. It was validated by
the presence of the crypts of the trophonemata of the uterus. The estimated sex ratio of the
embryos was 0.76:1.00 F:M, (x2=0.83; p>0.05), and the average fecundity was two embryos
per female. The calculated birth length was 35 cm DW. H. longus in Pacific Guatemala
shows evidence of being an asynchronous species. For the first time, a reproductive biology
study of this species is carried out in the Pacific of Central America and southern Mexico,
obtaining the lowest L50 for males and females in the distribution area. In addition, the
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fecundity interval for the species is extended with six embryos. Finally, it is recommended
to carry out studies on the segregation of males and females and specific studies on uterine
fertility so as not to underestimate this variable.
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1. INTRODUCCION

Los elasmobranquios batoideos comprenden una variedad de grupos taxonémicos conocidos
comdnmente como: peces sierra, rayas, peces guitarra, torpedos, mobulas, mantarrayas y
rayas eléctricas. Poseen un cuerpo achatado dorso ventralmente, las aletas pectorales estan
expandidas y fusionadas a los lados de la cabeza (Fischer et al., 1995; Carpenter, 2002).
Actualmente incluyen alrededor de 670 especies (Ebert et al., 2021).

En el Pacifico centro oriental se encuentran reportadas 11 familias de batoideos, Dasyatidae,
Gymnuridae, Mobulidae, Myliobatidae, Narcinidae, Pristidae, Rajidae, Rhinobatidae,
Rhinopteridae, Torpedinidae y Urolophidae, las cuales contienen cerca de 20 géneros y 42

especies (Fischer et al., 1995).

La familia Dasyatidae se distribuye en mares tropicales templados-calidos, en aguas costeras
someras, lagunas, estuarios y ocasionalmente en aguas dulces. La mayoria de las especies de esta
familia son bentdnicas, viven sobre sustratos blandos, el género Pteroplatytrygon es el Gnico
del ambiente pelégico. Esta familia presenta los organismos de tamafio mayor con un ancho
de disco (AD) de hasta 2.2 metros y un peso estimado de hasta 600 kg. EI contorno del disco
del cuerpo puede ser en forma de rombo o circular. La cola tiene forma de latigo, més larga
que el ancho del disco. La familia carece de aletas dorsales, anal y caudal. La mayoria de
las especies presentan una espina aserrada en la cola y otras especies poseen pliegues
membranosos en la linea media superior e inferior de la cola. Esta familia tiene alrededor
de 86 especies vivientes contenidas en 19 géneros. En cuanto a la taxonomia de la especie,
algunos géneros pueden ser dificil de diferenciar debido a las similitudes morfométricas
(Last et al., 2016). En el Pacifico de Guatemala se encuentran tres especies pertenecientes
a esta familia, Hypanus dipterurus (Jordan y Gilbert, 1880), Hypanus longus (Garman,
1880) y Pteroplatytrygon violacea (Bonaparte, 1832) (Last et al., 2016).

El género Hypanus cuenta con ocho especies, caracterizadas por presentar el disco de forma
romboidal deprimido y robusto, las aletas pectorales son redondeadas y estan fusionadas
con el disco. El hocico es obtuso y puntiagudo corto, en algunos ejemplares es alargado.

Los ojos son grandes sobresalen levemente. La cola puede ser corta, o bien, larga segun el



tamano del individuo, presenta forma de latigo, filamentosa, su longitud puede ser de 1.3 a
3 veces el AD, la base es tipicamente ovalada, deprimida estrecha en algunos un tanto
ensanchada. Las aletas pélvicas se encuentran diferenciadas y sobresalen del disco. En la
cola presenta un pliegue dorsal desarrollado de forma variable, un tanto prominente
formandose una cresta, también puede estar ausente, el pliegue ventral puede variar de
tamarfio. Presentan un aguijon caudal cerca de la base de la cola, algunas especies presentan
espinas medianas en el disco, presenta espinas escapulares pequefias dispuestas en una fila
corta, también presenta espinas medianas en la cola. El dorso es de color café y el lado

ventral es blanco (Last et al., 2016)

Hypanus longus se diferencia de las demas especies del género por la presencia de un
aguijon en la parte superior de la cola, aparte, la altura del pliegue ventral de la cola es
ligeramente menor a la altura de ésta y en la parte dorsal de la cola presenta una quilla (Last
et al., 2016). La especie es bentonica y se encuentra sobre fondos blandos arenosos y

fangosos, en zonas costeras de la plataforma continental (Fischer et al., 1995).

En la zona de distribucion H. longus convive con H. dipterurus, asi, se pueden confundir
entre si. La caracteristica mas importante para identificar a H. longus de manera correcta es
la presencia de pliegues y guias en la cola. en el caso de H. longus el pliegue ventral no
sobre pasa la altura de la cola (Figura 1). En el caso de H. dipterurus el pliegue ventral es

mucho mas alto que la altura de la cola.

Figura 1. A, Region caudal de H. dipterurus donde se observa un pliegue ventral y uno
dorsal. B, cola de H. longus donde se observa un pliegue ventral y una quia dorsal.



Hypanus longus se distribuye en el Pacifico Oriental Tropical, desde Baja California,
México hasta Ecuador, se ha reportado en profundidades de hasta 118 m (Weigmann, 2016).
La talla méxima reportada es de 180 cm de AD (Bohdrquez-Herrera, 2006). La especie esta
clasificada en la evaluacion global de la Lista Roja de Especies Amenazadas de la Union
Internacional para la Conservacion de la Naturaleza (IUCN), como vulnerable (VU)
(Pollom et al., 2020).

Todas las especies de la familia Dasyatidae son viviparas aplacentadas, los embriones
permanecen en el Utero hasta terminar la gestacion (Fischer et al., 1995). Presentan histotrofia
lipidica, con produccion de proteinas y lipidos en el endometrio del Utero, secretadas por la
trofonemata o villis uterinos, estas prolongaciones epiteliales se introducen en la boca en el
embridn, branquias y espirdculo, proporcionandole los nutrientes necesarios durante el
desarrollo embrionario (White et al., 2001; Hamlett, 2005).

En algunas especies del género Hypanus se ha descrito la vitelogénesis en sincronia con la
gestacién, siendo coincidente la presencia de los oocitos vitelogénicos aptos para la
ovulacion al mismo tiempo del parto (Hemidia et al., 2003). EI nimero de crias reportado
para Hypanus longus varia de una a cinco, el ancho de disco al nacer es cercano a 40 cm y

el tiempo de gestacion se extiende alrededor de 10 a 11 meses (Pollom et al., 2020).

Hypanus longus es la especie de batoideo de mayor demanda en la zona tropical del Océano
Pacifico Oriental, es la principal especie de raya capturada por la pesca comercial en paises
como: Guatemala, El Salvador, Nicaragua, Costa Rica, Panama 'y en el sur de México (del
Cid, 2011; Lopez-Garro et al., 2015; Vega et al., 2016; J. Gonzéles et al., 2017; Torres-
Huerta et al., 2019; Hernandez et al., 2021).

Las capturas en el Pacifico de Guatemala opera por la flota de lanchas artesanales, como
una pesca multiespecifica, utilizan dos tipos de artes de pesca, el trasmallo y un tipo de
palangre de fondo Ilamado localmente como cimbra, para la captura de H. longus se utiliza
la cimbra. También existen capturas importantes por las redes de arrastre de los barcos

camaroneros.

Actualmente H. longus es un recurso importante para las comunidades de pescadores del



Pacifico de Guatemala, debido a que los ejemplares son de tamafio grande, se extrae una
cantidad importante de carne por lo cual es mejor aceptada para el consumo en el mercado

nacional, su captura es un objetivo prioritario para la pesca artesanal.

Por lo anterior, es necesario recopilar informacién pesquera a fin de evaluar el estado
poblacional de H. longus, en el conocimiento que, la zona carece de informacion de esta
pesqueria. En este sentido, los estudios de los pardmetros reproductivos como: periodo de
gestacion, talla media de madurez, proporcion sexual, talla de maternidad, fecundidad, etc.,
son indispensables. Obtener la informacion bioldgica de la especie contribuira a establecer
puntos de referencia cientifica para estrategias de manejos pesquero apropiado y

sustentable.



2. ANTECEDENTES

Acerca de la biologia reproductiva de la raya latigo Hypanus longus, en la zona de
distribucion existen pocos estudios, la mayoria han tenido dificultad con obtener un tamafio
de muestra adecuado que permita llegar a conclusiones robustas. La informacion disponible

para la especie consiste en datos morfométricos obtenidos en caracterizaciones pesqueras.

En cuanto a la informacion sobre la reproduccion de esta especie, el primer estudio realizado
fue en la localidad conocida como Bahia Almejas, Baja California Sur, México
(Villavicencio et al., 1994), donde se reportaron que las hembras maduran a los 110 cm AD
y los machos a los 80 cm AD y se contabilizo de uno a tres embriones por hembra. El ciclo
de desarrollo embrionario podria llevarse a cabo, en un periodo de 10 y 11 meses. En el
trabajo de Villavicencio et al., (1994), las tallas de madurez sexual para hembras y machos
se obtuvieron por medio de observaciones de los organismos en campo, no se aplico ningun
modelo para obtener esta variable. En este estudio se report6 por primera vez que en el caso
de las gonadas de las hembras Unicamente estaba desarrollado el lado izquierdo, el derecho

es vestigial.

En Colombia se encontrd una proporcion de sexos de 3:1 hembras-machos, la talla media
de madurez sexual para hembras alcanzé 156.6 cm AD, la cual fue calculada segun
Vazzoler, (1979). Se encontré un nimero promedio de dos embriones por hembra
(Bohorquez-Herrera, 2006).

También en Colombia, Lépez (2009), encontrd la proporcién de sexos de 1:1, la talla media
de madurez sexual encontrada en 120 cm AD para hembras y 92 cm AD para machos. La
fecundidad varié de uno a tres embriones por Utero, con promedio dos. La talla de
nacimiento se estimo entre 37 y 38 cm AD. No se encontré relacion entre el ancho de disco
y el nimero de embriones. El periodo de gestacion se estimo la duracion de 16 meses. En
esta investigacion se report6 que Unicamente el lado izquierdo de la gbnada de las hembras
presentaba desarrollo, siendo el lado derecho de forma vestigial. En el caso de los machos,
ambos lados presentan desarrollo (Lopez, 2009).

A nivel histoldgico se realizé una descripcion del ovario izquierdo de H. longus donde se
menciona que es funcional, mientras el derecho es casi vestigial. En la capa de la granulosa

del ovocito menciona que la especie muestra células caliciformes secretoras de diferentes



tipos y tamarios, con grandes nucleos. En algunas zonas del epitelio se observd secrecion
de vitelo de diferente tamafio y forma, asi como células sanguineas. En este trabajo se hace
énfasis en la descripcion histoldgica de las gonadas de las hembras (Bejarano, 2011).

En un estudio sobre aspectos reproductivos de esta especie en Baja California Sur, se
encontrd una proporcion sexual de 1:1 hembras-machos. Las hembras recolectadas tuvieron
tallas entre 29 y 102 cm AD y los machos entre 39.4 y 97 cm AD. Se identificaron cuatro
estadios de madurez para hembras y machos. Las hembras presentaron desarrollada
unicamente en la gonada el lado izquierdo. Los machos presentaron testiculos pareados,
funcionales, lobulados y de forma radial. Se realizdé una descripcion histologica de los

ovarios y los testiculos (Jiménez, 2017).

En el Pacifico de El Salvador se encontrd que los machos eran adultos a partir de los 87 cm
AD vy las hembras a los 102 cm AD. La proporcion sexual encontrada fue 0.92:1 hembras

machos (Gonzales et al., 2017).



3. JUSTIFICACION

La raya latigo Hypanus longus se considera como una de las especies de elasmobranquios
mas susceptible a la pesca de arrastre de camaron en el Pacifico de Costa Rica (Clarke et
al., 2018). Esta especie presenta una productividad intermedia de acuerdo con parametros
como: la edad maxima, la talla maxima, fecundidad, estrategia de reproduccion, talla de
madurez, edad de madurez y nivel trofico (Hobday et al., 2011). También, es susceptible a
la pesca artesanal de pequefia escala, tiene un bajo potencial reproductivo y una altisima
susceptibilidad a la pesca de arrastre de fondo lo que pone a la especie como vulnerable
(Clarke et al., 2018).

En Colombia encontraron, que tanto la talla como la abundancia (organismos capturados
por hora) de H. longus disminuyd del afio 2001 al 2007, de 0.27 organismos/hora y una talla
promedio de 150.6 cm LT a 0.09 organismos/hora y una talla de 129.7 cm LT
respectivamente (Navia & Mejia-Falla, 2016).

Actualmente la captura de rayas es una de las actividades pesqueras mas importantes para
las comunidades que se dedican a la pesca artesanal costera en el Pacifico de Guatemala.
En este sentido la pesca de H. longus, es un complemento significativo para los ingresos
econdmicos de los pescadores en el municipio de Sipacate. En Guatemala y a nivel regional
la informacidn sobre esta especie consiste Unicamente en caracterizaciones de la pesqueria

donde se describe la faena de pesca y la estructura de tallas capturadas.

Segun Smith (2006) las tallas relativamente grandes en esta raya podrian asociarse con un
crecimiento lento y longevidad prolongada. La fecundidad observada es baja, cinco crias,

sugiere esta especie como vulnerable a la sobre pesca (Smith, 2006).

Actualmente en el Pacifico de Guatemala se carece de regulacion pesquera o alguna
estrategia especifica para el manejo pesquero de la especie, en la ley general de pesca y
acuicultura solo se tiene reglamentado el uso de las artes de pesca de forma general. Esta
investigacion pretende generar informacion de la biologia reproductiva de H. longus, con el
fin de cubrir vacios de informacion orientada a implementar medidas de regulacion y

manejo sustentable por la autoridad nacional de pesca para la pesqueria de rayas.



4. OBJETIVOS

4.1.0Objetivo general

Caracterizar parametros de la biologia reproductiva de la raya latigo Hypanus longus en el

Pacifico de Guatemala.
4.2.0Dbjetivos especificos
» Determinar la composicion de las tallas de los organismos capturados.
» Determinar la proporcién de sexos.

» Describir la morfologia macroscépica del aparato reproductor en machos y

hembras.
» Describir la estructura histologica de los 6érganos reproductores en ambos sexos.
» Determinar la talla de madurez en la poblacion.

» Estimar la fecundidad, talla de nacimiento y la proporcion de sexos en embriones.



5. MATERIALES Y METODOS

5.1. Area de estudio
Los datos morfométricos y las muestras de gdénadas de los organismos recolectados
provienen de ejemplares capturados por la flota de pescadores artesanales del municipio de
Sipacate, departamento de Escuintla, Pacifico de Guatemala. EI desembarque opera dentro
del Area de Uso Mudltiple Marino Costera Sipacate-Naranjo (AUMMCSN) en el rancho
municipal de la localidad (Latitud 13° 55° 30.36” y Longitud 90° 9° 15.874”) (Figura 2).
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Figura 2. Ubicacion del Area de Uso Mdltiple Marino Costera Sipacate-Naranjo
(AUMMCSN).

El AUMMCSN cuenta con una extension territorial de 4,304.81 hectareas, es administrada
por el Consejo Nacional de Areas Protegidas (CONAP). La zona de estudio se encuentra en
la parte baja de la cuenca del rio Acomé donde existen dos afluentes principales de agua
dulce, el rio Acomé y el rio Coyolate (PNUD, 2018). La region de muestreo tiene clima
calido y lluvioso, la cual esta dividido en dos estaciones, temporada seca, calida y temporada
de invierno lluviosa. La temporada seca generalmente se extiende de noviembre a abril, en
cambio, latemporada de lluvias de mayo a octubre. La temperatura anual media es de 28 °C.
En cuanto a la precipitacion anual se encuentra en un intervalo entre 1600 a 1800 mm



anuales (PNUD, 2018).

5.2. Tamafio de la muestra
El tamafio de muestra se determind por el total de organismos machos y hembras
recolectados en el periodo enero de 2019 a febrero de 2021, durante el muestreo se previno

tener la mayor cantidad de muestras en un amplio intervalo de tallas de machos y hembras.

Para evaluar la estructura de la poblacion se obtuvo informacion de los organismos
desembarcados de enero de 2019 a febrero de 2021. Para las variables reproductivas se

colectaron génadas de machos y hembras de enero de 2020 a febrero de 2021.

5.3.Colecta e identificacion de los organismos
Las embarcaciones dedicadas a esta pesqueria se dirigen principalmente a capturar peces de
escama utilizandose el trasmallo como arte de pesca. La actividad se realiza en las primeras
10 a 14 millas nauticas desde la costa. Al mismo tiempo, las embarcaciones utilizan un tipo

de palangre (cimbra) colocado sobre el fondo para capturar especies demersales.

En cada embarcacidn se registraron los siguientes datos: duracién de la faena de pesca, arte
de pesca utilizado, tipo y tamafio de anzuelo, nimero de lances realizados, distanciay rumbo
de pesca y gasolina consumida. De cada ejemplar muestreado, se identifico la especie, H.
longus, caracterizada por su cola donde muestra una quilla dorsal y un pliegue ventral
(Fischer et al., 1995) (Figura 1. A, Region caudal de H. dipterurus donde se observa un
pliegue ventral y uno dorsal. B, cola de H. longus donde se observa un pliegue ventral y una
quia dorsal.). Las medidas morfométricas incluyen, el ancho de disco (AD, en cm), largo de
disco (LD, en cm), en la identificacion del sexo en los machos se utiliz6 como indicador la
presencia del gonopterigios (6rganos copuladores), se verifico la calcificacion, rotacion y
presencia de semen. Se clasificaron en organismos inmaduros o juveniles cuando los
gonopterigios eran cortos y flexibles. Los maduros se clasificaron cuando los gonopterigios

estaban calcificados, se podian rotar y tenian presencia de semen.

Finalmente se evisceraron los organismos muestreados y se procedié a extraer todos los
organos de la cavidad visceral con énfasis en las gonadas. Los 6rganos se colocaron en
bolsas de plastico con formol al 10% en un volumen suficiente para sumergir todo el érgano,

etiquetadas con los datos de fecha, sexo y numero de registro del ejemplar.
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5.4.Trabajo de laboratorio

Después de fijadas las gonadas en formol al 10%, asi se conservaron por mas de una semana,
en seguida se lavaron tres veces con abundante agua corriente, hasta eliminar el exceso de
formol. Posteriormente, se colocaron en alcohol al 70% para el registro de datos

morfométricos.

De los machos se registrd de cada testiculo, la longitud total en mm y en ancho en mm,
también el peso en g. De las hembras se registrd la longitud en mm y el ancho en mm del
ovario derecho e izquierdo, el Gtero y la glandula oviducal. También se tomé el peso de
cada uno de los érganos.

5.5.Analisis Estadisticos

Se realizo el histograma de frecuencias de tallas para obtener la composicién de la poblacion
a través del ancho de disco de machos y hembras de H. longus, se utiliz6 un intervalo de 5
cm. Se aplico la prueba de normalidad de Kolmogorov-Smirnov. Se utilizo la prueba U de
Mann-Whitney para evaluar diferencias estadisticas entre las tallas de machos y hembras.
Para determinar la proporcién de sexos, se contabilizo el total de ejemplares de cada sexo y
se dividid entre el total de organismos colectados, de igual manera en los embriones
encontrados. La proporcién obtenida se analiz6 bajo la hip6tesis nula de existir una
proporcion 1:1, la prueba estadistica utilizadas fue la prueba de chi-cuadrada (¥ con

correccion de Yates y con el 95% de confianza (Zar, 1996).

Para describir la relacion entre el ancho de disco AD cm y el peso en gramos (g) de H.
longus se utilizo la ecuacion potencial (Sparre & Venema, 1997):

PT=ax*LFb
donde:
PT = Peso total en Ib
LF = Ancho de disco en cm

a = Intercepto
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b = Coeficiente de alometria

Para evaluar si el valor de ‘b’ diferente del valor tedrico de crecimiento isométrico (3), se
aplicé una prueba t de Student. De igual manera, para evaluar si existen diferencias
significativas en la relacion longitud-peso entre sexos se llevd a cabo un analisis de
covarianza (ANCOVA) (Zar, 1996).

Para estimar la talla media de madurez en ambos sexos, se utilizé una curva logistica
ajustada entre la fraccion de machos y hembras maduros como una funcion del AD, por

medio del modelo siguiente:
Pm=1/1 + [1+ e-tbxm)]
Donde Pm es la fraccion de individuos maduros en la longitud de clase AD.
Los parametros a y b son constantes del modelo (Walker, 2005; Mollet et al., 2000).

La fecundidad uterina se estim6 mediante el nimero promedio de embriones por hembra en
los diferentes meses de muestreo (Pratt, 1979). La longitud del embrién al nacer se estimo
a partir de la talla embrionaria méas grande con desarrollo por completo, en comparacion
con la talla del individuo mas pequefio capturado. Para determinar si influye el tamafio de
la hembra en el nimero de embriones producidos, se relacioné el nimero de embriones con

la talla de la hembra madre.

En machos se relaciond el ancho de disco con la longitud de los gonopterigios y el largo del
testiculo derecho. En hembras se relaciond el ancho de disco con la longitud del utero. Para
esto se aplico un analisis de regresion lineal. Cada medicion se realizé al milimetro mas
cercano para analizar la relacion entre el ancho de disco y estas estructuras y determinar la

talla a la cual estos 6rganos incrementan su tamafio, como un estimador de madurez sexual.

5.6.Evaluacién de la madurez sexual

a. Hembras

La valoracion sexual macroscopica en hembras se realizd con base en la condicion
anatomica del aparato reproductor, y kpresencia o ausencia de embriones en el Gtero. Se
utilizé como referencia la escala macroscépica de especies viviparas de elasmobranquios
(ICES, 2013) (Tabla 1).
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Tabla 1. Estadios de desarrollo gonadal en hembras (ICES, 2013). (Estadios de madurez
fueron validados a partir del analisis histologico)

Estadio Descripcion

Primer (inmaduro) Ovarios son variablemente visibles o0 pequefios,
blanquecinos, con foliculos ovaricos indistinguibles.
El atero esta filiforme y estrecho.
El utero y la glandula oviducal no se distinguen.
La trophonemata se empieza a desarrollar.

Segundo (En desarrollo, Ovarios comienzan a agrandarse, con pequefios foliculos de

inmadurez) diferentes tamarfios, algunos foliculos estan relativamente
grandes y amarillos. Pueden presentarse foliculos
vitelogénicos de tamafio pequefio y mediano.

El atero y la glandula oviducal se empiezan a diferenciar uno
del otro.

Utero se empieza a agrandar junto con la trophonemata.

Tercero (Madura) Ovarios ya estan desarrollados, con foliculos distinguibles y
llenos de vitelo.

La glandula oviducal y el Gtero estan totalmente
desarrollados. La trophonemata esta totalmente alargada.

Cuarto (Gravidez Los Uteros estan ensanchados, redondeados y los embriones
temprana, materna) no pueden ser observados.

Quinta (Gravidez media, Los embriones presentan un tamarfio pequefio, con un saco
materna) vitelino relativamente grande.

Sexto (Gravidez tardia, Los embriones estan completamente formados, con un saco
materna) vitelino reducido o ausente, los embriones son facilmente
medidos y definidos sexualmente.

b. Machos

Para estimar el estado de madurez reproductiva en los machos se midio la longitud de los
gonopterigios desde la base hasta la punta. Al mismo tiempo se registro su consistencia
endurecida y el grado de calcificacion (calcificado o sin calcificar), se verifico la rotacion
del gonopterigio y capacidad de rotacion en 180° y la abertura en la punta distal (rifiodon).
La presencia de semen en la punta del rifiodon es caracteristica para determinar la madurez
del organismo (Clark & von Schmidt, 1965). Los machos inmaduros se identificaron por
los gonopterigios no calcificados, sin semen y sin rotacion (Burgos-Vazquez, 2013); los
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organismos maduros se caracterizan por los gonopterigios sobresalientes de las aletas

pélvicas, y completamente calcificados con rotacidn de 180°. Los estadios de madurez seran

validados a partir del andlisis histolégico(Clark & von Schmidt, 1965).

La valoracion sexual de las gonadas en los machos se realiz6 con base en la condicion

anatomica de los testiculos y los ductos seminales. Se utilizd6 como referencia la escala

macroscopica de especies viviparas de elasmobranquios (ICES, 2013) (Tabla 2).

Tabla 2. Estadios de desarrollo gonadal en machos (ICES, 2013). (Todos los estadios de
madurez fueron validados a partir del analisis histologico).

Estadio

Descripcion

Primer (inmaduro)

Segundo (En desarrollo,
inmadurez)

Gonopterigios: Flexibles y no calcificados. Generalmente
mas cortos que las aletas pélvicas.

Testiculos: Estos son pequefios y poco desarrollados.

Ductos testiculares: rectos y filiformes.

Gonopterigios: son flexibles y parcialmente calcificados.
Estos son igual de largos o mas largas que las aletas pélvicas.
Testiculos: se empiezan a desarrollar y en tiburones se pueden
comenzar a segmentarse. Los l6bulos se empiezan a
visualizar, no ocupa toda la superficie.

Ductos testiculares: en desarrollo y se comienzan a enrollar.

Tercero (Maduros, capaz de Gonopterigios: duros, completamente calcificados y mucho

reproducirse)

Cuarto (Maduros, activos)

mas largos que las aletas pélvicas.

Testiculos: estan desarrollados completamente, en algunas
especies de tiburones los testiculos estas segmentados.

Ductos testiculares: Estan enrollados totalmente y estan Ilenos
de esperma

Gonopterigios: estos estan similares a la etapa anterior,
contienen las glandulas de los gonopterigios dilatadas y a
veces hinchadas.

Existe presencia de espermatozoide en el surco del
gonopterigio o glandulas.

Testiculos: similar a la anterior etapa
Ductos testiculares: Espermatozoides se observan totalmente.
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5.7.Analisis histologico

Para llevar a cabo el andlisis histoldgico se realizaron planos de corte en las secciones
histologicas de los 6rganos reproductivos. En las hembras se hicieron cortes transversales
del ovario izquierdo en la parte superior, medio e inferior. En el ovario derecho se realizaron
cortes transversales en la parte media. En la glandula oviducal se realizaron cortes
longitudinales en la parte media. Tanto en el Utero izquierdo como el derecho se realizaron
cortes transversales. En los machos se tomaron secciones histolégicas transversales en la
parte media del testiculo, epididimo y glandula de Leydig izquierda y derecha. En la
vesicula seminal se realizaron cortes longitudinales, esto con el objetivo de observar el
almacén de esperma, el desarrollo de la espermatogénesis y determinar el estado de
madurez, cada una de las piezas de los 6rganos se introdujo en bolsas artesanas hechas con
tela tipo “tul” en la cual se les coloco una etiqueta para identificarse en adelante, durante el
proceso siguiente (Burgos, 2013; Soto-Lopez, 2014; Bernal, 2017). En el procesamiento
histologico de las submuestras de 6rganos, se lavaron en cambios frecuentes de agua
corriente, durante seis a ocho horas, después se conservaron en alcohol al 70% durante tres
dias.

Se llevé a cabo la deshidratacion en un procesado de tejidos marca KEDEE® por medio de
cambios sucesivos de alcohol etilico, a concentraciones crecientes, en seguida se trasladaron
a cloroformo y finalmente a parafina. Se utilizaron diferentes tiempos segun el érgano y el
tamafio del tejido. Finalmente, cada una de las piezas se incluy6 en parafina. En el
microtomo rotatorio marca Microm HM 355 S, de cada una de las inclusiones, se realizaron
cortes finos de 3.0um de grosor. Para el montaje de los cortes se utiliz6é un bafio de flotacion
marca Microm SB80, con temperatura controlada se prepard una mezcla de agua destilada
con gelatina bacterioldgica marca Bioxon, como adherente. Por Gltimo, cada uno de los
cortes, extendidos por tension superficial sobre la superficie del agua, se montaron en los
porta objetos, debidamente etiquetados con clave (juliana) para identificacion del 6rgano

correspondiente.
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Para el analisis histologico y citoldgico de los 6rganos al microscopio optico, se procedio
primero, a colocar las laminillas en una estufa EcoShel® a una temperatura de 60 °C, durante
24 horas. En seguida, para retirar el exceso de parafina se procedio a eliminar el exceso con
Americlear en alcoholes en tiempos descendiente hasta agua destilada. Preparados para
aplicar la coloracion con la técnica de tincion Hematoxilina-Eosina, a fin de obtener un
estudio topogréfico general, también se aplicé la técnica Tricromica de Mallory, y distinguir
la anatomia microscopica, en general e identificacion de las formas del tejido conjuntivo.
Finalmente, se deshidrataron cada uno de los cortes tefiidos y se montaron en definitiva con

Cytoseal.

Después de 72 horas se procedio a observarlas las laminillas en un microscopio éptico marca
Axio Kop, ZEISS. Las observaciones se realizaron en aumentos 10X, 40X y 100X.

Finalmente las imagenes fueron procesadas en el programa AxioVision, ZEISS.

En el analisis de la ovogénesis se describieron los siguientes estadios: Ovogonia, ovocitos
primarios, foliculos primarios, foliculos previtelogénicos y foliculos vitelogénicos (Somsap
et al., 2019a). En la espermatogénesis se describieron los siguiente estadios: Espermatogonia
primaria, espermatogonia secundaria, espermatocito primario, espermatocito secundario,
espermatidas, espermatozoide inmaduro y espermatozoide maduro (Burgos, 2013; Soto-
Lopez, 2014; Bernal, 2017).
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6. Resultados

6.1. Estructura de tallas

Se utilizé informacion morfométrica de 2,659 organismos recolectados de H. longus, 1248
hembras y 1411 machos. Las hembras presentaron una talla promedio de 83.32 + 22.34 cm
de ancho de disco y un intervalo de talla de 41-178 cm AD. La talla promedio de los machos
fue de 78.18 + 10.46 cm AD. Y un intervalo de talla de 47.2-109 cm AD (Figura 3). Los
datos del ancho de disco tanto de hembras como de machos, no se distribuyeron de manera
normal (K-S p<0.01). Segun la prueba no paramétrica de Mann-Whitney, no se encontraron
diferencias estadisticas entre los AD de los dos sexos (p=0.235070). A pesar que no se
presentaron diferencias estadisticas, el grupo de las hembras registrd tallas mas grandes en

comparacion con el grupo de individuos machos.
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Figura 3. Distribucion de frecuencias de tallas de machos y hembras de Hypanus longus en
el Pacifico de Guatemala.
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La proporcion sexual resulté de 0.88:1 hembras por cada macho, mostraron diferencias
estadisticas segun la prueba de chi cuadrada (32=10.12; p<0.05), notandose que el grupo de
los machos resulté mas numeroso en comparacion con el grupo de las hembras. Este resultado
indica la existencia de una segregacion por sexo en la zona donde los pescadores capturan a

estos organismos.

Durante la temporada de muestreo los mayores promedios del pardmetro ancho de disco de
las hembras, se encontraron durante los meses de enero y julio de 2019, enero y junio de
2020y enero de 2021. Y los valores promedios menores se presentaron durante marzo, mayo,
junio, noviembre y diciembre de 2019 y marzo y abril de 2020 (Tabla 3). Segun la prueba de
Kruskal-Wallis (p=0.0023) se encontraron diferencias significativas entre las tallas

colectadas en los diferentes meses.

Tabla 3. Promedios de anchos de disco AD de las hembras de H. longus por mes.

Mes N AD cm AD Max AD Min S
2019-enero 13 88.46 173 48 35.58
2019-febrero 37 87.78 1775 48 30.04
2019-marzo 25 79.68 131 56 19.34
2019-abril 6 66.00 90 44 14.68
2019-mayo 36 78.53 178 43 26.46
2019-junio 61 79.07 174 55 20.18
2019-julio 17 88.47 177 57 29.91
2019-agosto 41 84.10 167 46.5 26.66
2019-septiembre 35 82.40 123 55 20.28
2019-octubre 36 80.69 118 58 14.03
2019-noviembre 80 78.14 150 53 22.59
2019-diciembre 46 78.98 130 56 18.86
2020-enero 35 90.16 138 47 25.20
2020-febrero 41 87.76 126 53 21.14
2020-marzo 46 78.93 160 55 20.22
2020-abril 69 78.81 146 51 17.56
2020-mayo 42 80.29 116 52 15.09
2020-junio 120 91.25 160 61 23.81
2020-julio 64 82.80 1735 56.5 20.32
2020-agosto 74 85.91 153 54 22.05
2020-septiembre 95 81.57 133 41 18.13
2020-octubre 80 83.83 144 54 21.86
2020-noviembre 80 87.33 165 56 25.13
2020-diciembre 50 80.34 133 50 20.83
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2021-enero 11 91.18 149 58 32.78

2021-febrero 8 82.94 116 51 23.31
s= Desviacion estandar

Los machos presentaron los promedios mayores de AD en los meses de febrero y julio de
2019 y febrero de 2021. Las tallas promedio menores de AD se registraron en junio, agosto,
septiembre, octubre, noviembre y diciembre de 2019 (Tabla 4). Segun la prueba de Kruskal-
Wallis (p<0.05) indicaron diferencias significativas entre las tallas colectadas en los

diferentes meses, el mes con mas diferencias fue agosto de 2019.

Tabla 4. Promedio de ancho de disco AD de los machos de H. longus por mes.

Mes N Promedio AD Max AD Min s
2019-enero 11 81.36 99 69 8.15
2019-febrero 31 83.07 103 49 11.49
2019-marzo 34 79.79 96 56 11.60
2019-abril 3 64.67 69 59 5.13
2019-mayo 27 78.22 95 64 9.11
2019-junio 67 74.70 95 52 11.19
2019-julio 15 83.77 94 61.5 9.86
2019-agosto 64 72.94 91 50 9.88
2019-septiembre 41 74.10 87 53 8.44
2019-octubre 45 73.36 96 51 9.66
2019-noviembre 53 74.90 91 50 10.15
2019-diciembre 51 73.02 93 50 10.46
2020-enero 28 76.32 90.5 54 10.44
2020-febrero 38 80.47 98 56 9.96
2020-marzo 34 77.03 93 61 10.09
2020-abril 71 80.42 100 50.5 10.66
2020-mayo 64 78.31 98 53 9.54
2020-junio 105 79.85 104 53 10.36
2020-julio 92 77.72 109 47.2 10.49
2020-agosto 77 79.31 102 51 10.97
2020-septiembre 102 79.61 97 55 9.83
2020-octubre 105 79.91 106 56 10.78
2020-noviembre 158 80.72 103 55 9.33
2020-diciembre 68 76.51 99 55 10.24
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2021-enero 15 81.98 94 67 7.53
2021-febrero 12 83.42 98 65 9.47

s= Desviacion estandar

El célculo de la proporcidn sexual por mes, Unicamente para noviembre de 2019, mayo, julio
y noviembre de 2020, mostré diferencias estadisticas segun la prueba de chi cuadrada.
Unicamente, en el mes de noviembre de 2019 la proporcién de hembras fue mayor, en los
otros tres meses la proporcion de machos fue mayor. Finalmente, en los otros 22 meses

muestreados la proporcion sexual no presento diferencias (Tabla 5).

Tabla 5. Proporcion de sexos por mes de H. longus.

Mes H:M 212
2019-enero 1.18:1 0.04
2019-febrero 1.19:1 0.37
2019-marzo 0.74:1 1.08
2019-abril 2.0:1 93.44
2019-mayo 1.33:1 1.02
2019-junio 0.91:1 0.2
2019-julio 1.13:1 0.03
2019-agosto 0.96:1 0.03
2019-septiembre 0.85:1 0.33
2019-octubre 0.80:1 0.79
2019-noviembre 1.51:1 5.08
2019-diciembre 0.90:1 0.16
2020-enero 1.25:1 0.57
2020-febrero 1.08:1 0.05
2020-marzo 1.35:1 151
2020-abril 0.97:1 0.01
2020-mayo 0.66:1 4.16
2020-junio 1.14:1 0.87
2020-julio 0.70:1 4.67
2020-agosto 0.96:1 0.03
2020-septiembre 0.93:1 0.18
2020-octubre 0.76:1 311
2020-noviembre 0.51:1 24.91
2020-diciembre 0.74:1 2.45
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2021-enero 0.73:1 0.35
2021-febrero 0.67:1 0.45

6.2. Relacion Talla (ancho de disco)-peso

Se utilizo el peso (g) de cada uno de 274 organismos para estimar la relacion entre ancho de
disco-peso, de estos 132 eran hembras y 142 machos. Las hembras presentaron un peso
promedio de 16296 +15175.4 g, el intervalo de 1811.4-133930 g. El peso promedio de los
machos fue de 13313.33 £5676.06 g, y un intervalo de peso de 1293.9-37228 g.

El andlisis de covarianza realizado a fin de verificar si el crecimiento era diferente o igual en
los dos sexos, el resultado no mostro diferencias entre la pendiente (b; p=0.06855), ni en el
intercepto (a; p=0.6377). La relacion del ancho de disco-peso, utilizandose los datos
combinados de machos y hembras resulto de la siguiente manera: b=2.0296263; los limites
de confianza de b fueron 1.891259 a 2.167993, a=1,924776, con limites de confianza de
1.057469 a 3.503421, con valor de significancia de p<0.05, indica la existencia de una
relacion lineal significativa entre los valores del ancho de disco y el peso. El valor de la r?
fue de 0.7525 (Figura 4).
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Figura 4. Relacion ancho de disco cm - peso g de H. longus en el Pacifico de Guatemala.
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Segun lo observado en el grupo combinado de machos y hembras, la prueba t de Student
demostrd el valor de b=2.0296, significativamente diferente de 3 (p<0.05). Este resultado,
significa y comprueba que H. longus crece de forma alometrica negativa.

6.3. Morfometria de las génadas

a. Gonadas de machos

Para el analisis de los parametros reproductivos de los machos de H. longus, se emplearon
las génadas de 276 individuos. El testiculo derecho en su longitud total promedio 92.43 +
27.71 mm, en tanto, el izquierdo alcanzé 113.48 + 29.59 mm. El ancho promedio del testiculo
derecho fue de 28.34 + 12.56 mm, el izquierdo fue de 31.60 £ 11.12 mm. Finalmente, el
testiculo derecho peso en promedio 34.45 + 22.45 g., mientras el izquierdo el peso promedio
fue 43.78 + 27.01 g. Los datos de los testiculos no presentaron distribucion normal (K-S
p<0.05). Resultaron diferencias estadisticas entre los datos de las tallas y pesos de los
testiculos izquierdo y derecho (Mann-Whitney p<0.05), donde, el testiculo izquierdo es mas

grande en comparacion con el derecho.
b. Gdnadas de hembras

Para el andlisis de los pardmetros reproductivos de las hembras de H. longus se analizaron
las gonadas de 219 individuos. La glandula oviducal registré una longitud promedio de 28.53
+10.60 mm, el ancho promedio midi6 21.86 = 8.98 mmy el peso promedio 16.23 + 18.01 g.
La longitud promedio del Gtero izquierdo midi6 67.99 £ 41.73; mm mientras que el ancho
promedio 30.53 £ 28.14 mm y el peso promedio 119.44 + 278.75 g.

El ovario derecho presentd un largo promedio de 87.28 + 32.20 mm, mientras que el
izquierdo fue de 113.58 + 32.43 mm. El ancho promedio del ovario derecho midi6 18 + 6.30
mm, el izquierdo de mayor tamafio, 38.23 + 16.33 mm. Finalmente, el peso promedio del
ovario derecho alcanzo6 21.89 + 29.48 g, en cambio el ovario izquierdo peso6 57.85 + 38.12 g.
Los datos relativos al tamafio de los ovarios se distribuyeron de manera normal (K-S p>0.05),
hubo diferencias en el tamafio promedio entre el ovario derecho y el izquierdo (T-tes;
p<0.05), donde, el ovario izquierdo suele ser mas grande. Los datos de los pesos no
presentaron distribucion normal (K-S p<0.05). Tuvieron diferencias estadisticas entre los
datos de los pesos de los ovarios izquierdo y derecho (Mann-Whitney p<0.05), destacé el

ovario izquierdo de mayor peso en comparacion que el derecho.
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6.4. Determinacion de la condicion de madurez sexual

a. Madurez sexual en machos

Los indicadores que mejor describieron el estado de madurez sexual en los machos, en
relaciéon al ancho de disco fueron: la longitud de gonopterigio y la longitud del testiculo
izquierdo. La longitud del gonopterigio comparada con el ancho de disco de los machos con
valor de r?=0.7589 (Figura 5). En tanto, la longitud del testiculo izquierdo el valor de
r>=0.4741 (Figura 6). Con base en los resultados antes descritos se establecieron tres estadios
de maduracion sexual: organismos inmaduros (Im) un 10.87%, organismos en desarrollo
(Ed) un 25% y organismos maduros (Ma) un 64.13%, estos Gltimos son los mas abundantes
(Figura 7). El intervalo de talla de los organismos considerados como inmaduros tuvo 56-74
cm AD. Agquellos considerados como individuos en desarrollo midieron 54-81 cm AD.
Finalmente, los organismos maduros variaron entre 63-100 cm AD. Segun esta clasificacion
se presentaron diferencias entre las tallas promedio de la longitud total del testiculo izquierdo
(p<0.05). Los organismos clasificados como maduros fueron diferentes a los inmaduros y en
desarrollo (p Tukery; p=0.000022)

Correlation: r = 87118

Longitud del gonopterigio om

50 60 70 80 90 100 110
Ancho de disco cm

Figura 5. Regresion lineal entre el ancho de disco en cm y la longitud del gonopterigio en
cm de los machos de H. longus.
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Figura 6. Regresion lineal entre el ancho de disco en cmy la longitud del testiculo
izquierdo en mm de los machos de H. longus.
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Figura 7. Estadios de madurez de machos de H. longus (Im= inmaduros, Ed= en desarrollo
y Ma= maduros).

Con base a la clasificacion del desarrollo de madurez de los machos se calculo la talla media
de madurez sexual (Lso), esta talla explica la probabilidad de encontrar organismos maduros,

en este caso la L50, indica la probabilidad de un 50% de encontrar organismos maduros a la
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talla estimada. En este caso la Lso calculada segun el modelo de Walker (2005) fue de 75.72
cm AD con un error estandar de 0.2263208 y la Los calculada fue de 79.94 cm AD con un
error estandar de 0.6241868 (Figura 8).
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Figura 8. Longitud a la cual el 50% de los organismos machos de H. longus tienen la
probabilidad de estar maduros.

b. Madurez sexual en hembras

La variable reproductiva que mejor describio el estado de madurez sexual en las hembras,
tomandose en cuenta su desarrollo con respecto al ancho de disco fue: la longitud del Gtero
izquierdo. La longitud del atero comparada con el ancho de disco de las hembras presento
una r=0.7471 (Figura 9). Con base en éstas caracteristicas se establecieron cuatro estadios
de madurez sexual: organismos inmaduros (Im) con 43.45 %, organismos en desarrollo (Ed)
con un 31.78%, organismos maduros (Ma) con un 16.36% Yy la hembras prefiadas (Pre) un
8.41%, notandose los organismos inmaduros mas abundantes (Figura 10). El intervalo de
talla de los organismos inmaduros fue de 51-95 cm AD, y en desarrollo fue de 61-110 cm
AD, los organismos maduros variaron de 91-141 cm AD, finalmente las hembras prefiadas
variaron entre 98-160 cm AD. Segun esta clasificacion se presentaron diferencias entre las
tallas del largo del dtero (Kruskall-Wallis; p<0.05). Los organismos clasificados como

maduros evidentemente son diferentes a los inmaduros y en desarrollo (p<0.05).
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Figura 9. Regresion lineal entre el ancho de disco en cmy la longitud del Gtero izquierdo
en mm de las hembras de H. longus.
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Figura 10. Estadios de madurez de hembras de H. longus (Im= inmaduros, Ed= en
desarrollo, Ma= maduros y Pre= prefiadas).

Con base a la clasificacion del desarrollo de madurez de las hembras se calcul6 la talla media
de madurez sexual (Lso). En este caso la Lsg calculada segun el modelo de Walker (2005) se
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obtuvo en 105.42 cm AD con un error estandar de 0.635 y la Lgs calculada fue de 117.15 cm
AD con un error estdndar de 1.7947068 (Figura 11).
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Figura 11. Longitud a la cual, el 50% de los organismos hembras de H. longus tienen la
probabilidad de estar maduras.

La L50 de maternidad, la cual es la talla a la cual existe la probabilidad de que el 50% de las
hembras estén prefiadas fue de 131.34 cm AD con un error estandar de 5.607. Y la L95 de
maternidad fue de 173.7338 cm AD con un error estandar de 21.6743. No se encontro la

asintota en la grafica para estas variables, pero fueron significativas (p<0.005).

28



6.5. Fecundidad, estructura de talla, talla de nacimiento y proporcion de sexo de los

embriones

Se registro informacion morfométrica de 30 embriones, 13 hembras y17 machos. Las
hembras presentaron una talla promedio de 16.284 + 19.653 cm AD, el intervalo de talla fue
entre 9.5-26.0 cm AD. La talla promedio de los machos resulto de 17.688 £30.947 cm AD,
el intervalo de talla de 8.5-27.10 cm AD (Figura 12). Los valores del ancho de disco tanto
de embriones hembras como de machos se distribuyeron de manera normal (K-S p>0.20).
Segun la prueba paramétrica de T-test, no se encontraron diferencias estadisticas entre los

promedios de los anchos de discos de hembras y machos (p=0.462).
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Figura 12. Distribucion de frecuencias de tallas de los embriones de machos y hembras de
H. longus en el Pacifico de Guatemala.

Entre los embriones la proporcion sexual estimada fue de 0.76:1 hembras por cada macho,
sin diferencias estadisticas segun la prueba de chi cuadrada (x2=0.83; p>0.05), por lo tanto,

ambos grupos son iguales.
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En total se obtuvieron 33 embriones en 15 Uteros. La fecundidad promedio fue de 2.2 + 1.52

embriones por cada hembra, en un intervalo de 1-6 embriones, la moda fue de en 1 embrion.

La talla de nacimiento calculada fue de 35 cm AD, esta resulto de dividir el ancho de disco
del organismo mas pequefio recolectado en campo, dentro del ancho de disco del embrion de

mayor tamario encontrado.

Se encontrd una relacion lineal estadisticamente significativa entre el ancho de disco de las
hembras y el nimero de embriones (p<0.05), aunque el porcentaje de la variabilidad solo se
explica en un 35% por lo que no podemos concluir que la fecundidad de las hembras
dependan de la talla (Figura 13).

Anchode discoFecundidad: v=-5.4474 + 00535 %
r= 0.5974; p = 00187, r¥ = 0.3660
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Figura 13. Correlacion entre el ancho de disco de las hembras prefiadas y el nimero de
embriones.
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6.6. Ciclo reproductivo

a. Ciclo ovérico

El diametro promedio de los foliculos ovaricos de mayor tamafio de las hembras prefiandas,
fue de con 18.84 £+ 2.30 mm con un intervalo de 15-22 mm. El diametro promedio de los
foliculos ovaricos mas grandes en caso de las hembras maduras llegé a 21.74 +7.11 mm, con
un intervalo de 7-37 mm, distinguiéndose por poseer los ovocitos de mayor tamafio. El
diametro promedio de los foliculos ovéricos de las hembras en desarrollo alcanz6 16.18 +
2.30 mm con un intervalo de 15-22. Finalmente, el diametro promedio de los foliculos
ovaricos de mayor tamafio en las hembras inmaduras midieron 13.45 £+ 3.13 mm con un

intervalo de 6-27.

No se observo una tendencia clara en el crecimiento del foliculo ovéarico de mayor tamafio a
lo largo del periodo de muestreo, esto sugiere que esta especie es asincronica, por tanto, los
foliculos pueden alcanzar su madurez en cualquier mes del afio (Figura 14), ademas se
presentaron embriones en los difrentes meses del afio. Por esta razon, no fue posible

determinar la duracion del ciclo ovérico.
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Figura 14. Desarrollo del foliculo ovarico de mayor tamafio (diametro) durante la
temporada de muestreo.
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No se pudo estimar la duracion del tiempo de gestacion debido al menor nimero de Uteros

con embriones por tanto, no fue posible detectar una tendencia en el crecimiento de los

embriones a lo largo del periodo de muestreo (Figura 15).

Asimismo, no se encontré una correlacién entre el tamafo de los foliculos ovaricos con

respecto al ancho de disco de los embriones, si se observo que el diametro de los foliculos

ovaricos de hembras consideradas como prefiadas son de menor tamafio a los foliculos de

hembras consideradas como maduras. Esto puede sugerir que el desarrollo de los foliculos

ovaricos coinciden con el desarrollo de los embriones dentro del utero.
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15. Variacion del tamafio (AD) de los embriones durante la temporada de muestreo.
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6.7. Anatomia externa del aparato reproductor de las hembras

El aparato reproductor de las hembras de H. longus tiene un desarrollo pareado, Gnicamente
la parte izquierda presenta 6rganos funcionales y diferenciados (ovario, oviducto, glandula
oviducal, utero y cloaca), en el lado derecho los 6rganos son vestigiales, el ovario no es
funcional (Figura 16). Las gonadas de las hembras se encuentran ubicadas en la parte dorsal
de la cavidad visceral, contigua a la columna vertebral en la parte posterior esta conectado
con tejido epitelial y conectivo. Los dos I6bulos del ovario, derecho e izquierdo se ubican
en esta region del cuerpo. En cambio, la glandula oviducal y el Gtero izquierdo se encuentran
entre la vértebra y el rifion izquierdo (Figura 17). Tanto el ovario derecho como izquierdo

presentan 6rgano epigonal y ambos estan cubiertos por una membrana mesotelial.

Figura 16. Anatomia externa del aparato reproductor de las hembras de H. longus.
Vista dorsal. (Ovi= Ovario izquierdo, Ovdi= Oviducto izquierdo, GO= Glandula
Oviducal, Ui= Utero izquierdo, Ovd= Ovario derecho, Ud= Utero derecho)
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Figura 17. Posicion de la gonada de una hembra dentro de la cavidad visceral de
H. longus. Vista ventral. (Ovd= Ovario derecho, Ovi= Ovario izquierdo, Rifi=
Rifiones)Y EL UTERO NO LO REPRESENTASTE

6.8. Fases de madurez sexual en las gonadas de las hembras

a. Inmaduras

Los organismos considerados como inmaduros presentan foliculos en desarrollo de tamafio
pequefio (Tabla 7) y no se observa mayor desarrollo en el ovario izquierdo (Tabla 6). No se

distingue la zona germinal.

La glandula oviducal y el Gtero no muestran una diferenciacion aparente, sugiere que estan
fusionados en un solo érgano (Figura 18). En este estadio el Gtero es angosto y pequefio, aln
no se observa la trofonemata. Debido a esto en este estadio, las medidas se registraron como

un solo érgano (Tabla 6).
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Figura 18. Gonada de una hembra inmadura de H. longus de 67 cm AD. (Ovi=
Ovario izquierdo, Ovdi= Oviducto izquierdo, GO= Glandula Oviducal, Ui= Utero
izquierdo, Ovd= Ovario derecho, Ud= Utero derecho)

Tabla 6. Medidas morfométricas de las gdnadas del lado izquierdo de las hembras de H.

longus.
Ovario izquierdo Utero izquierdo Glandula oviducal
Morfometria  Estado
Promedio c Max Min Promedio c Max Min Promedio c Max Min
Inmadura 84.5 29.93 131 36 45.2 17.2 92 12
Largo mm En
9 desarrollo 101.11 14.36 121 70 53.01 16.22 110 22 21.08 6.26 35 10
Madura 133.15 13.65 166 117 113.84 30.03 171 59 35.78 8.05 54 21
Prefiada 140.71 49.85 206 58 149.31 42.35 240 56 38.63 7.41 52 25
Inmadura 235 7.48 32 9 14.77 5.1 35 6
Ancho mm En
desarrollo 32.82 8.34 45 10 20.67 6.25 39 11 15.83 6.58 52 7
Madura 51.46 20.2 114 31 61.84 25.83 161 26 27.18 6.19 46 17
Prefiada 44.5 8.01 57 35 88.05 25.52 145 31 30.84 5.23 42 22
Inmadura 36.85 33.9 105 16.15 6.085 5.68 32 0.29
Peso En
g desarrollo 40.65 23.27 94.9 8.56 21.62 17.82 90.6 1.37 5.59 6.094 4119 0.38
Madura 82.95 3421 131.23 15.2 290.91 188.61 781.73  34.03 23 10.44 4725 566
Prefiadas 87.35 5472 14999  48.85 685.97 566.7 2151.86 27.83 9.48 4896  9.28
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Tabla 7. Diametro de los oocitos de hembras de H. longus.

Oocitos
Estado ) .
Promedio c Max Min
Inmadura 12.38 3.73 19 1
En desarrollo 14 5.2 21 2
Madura 19.36 6.87 34 2.3
Prefiada 18.42 2.10 22 15

b. Hembras en maduracion

En las hembras en desarrollo se muestra un aumento de tamarfio de las gonadas. El ovario
izquierdo es evidentemente mas grande que el derecho (Tabla 6), los foliculos ovaricos son
de mayor tamafio en comparacion de las inmaduras (Tabla 7).

El utero izquierdo, glandula oviducal y oviducto se diferencian facilmente. Esta especie tiene
la glandula oviducal embebida en la parte superior del Gtero (Figura 19), independientemente
de esto se pude diferenciar este 6rgano respecto al Utero. El Gtero es de mayor tamafio que la
glandula oviducal, tanto en largo, ancho y peso (Tabla 6). Se comienza a observa el desarrollo

de la trofonemata.

Figura 19. Gonada de una hembra en desarrollo de H. longus de 79 cm AD. (Ovi=
Ovario izquierdo, Ovdi= Oviducto izquierdo, GO= Glandula Oviducal, Ui= Utero
izquierdo, Ovd= Ovario derecho, Ud= Utero derecho)
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c. Maduras

El ovario izquierdo muestra oocitos vitelogénicos de mayor tamafio (Tabla 7), en diferentes
estadios, todos presentan una coloracion amarillenta. La zona germinal se puede observar a
simple vista. El desarrollo de los foliculos ovaricos es evidente desde la parte media del
ovario a la parte superior de este, adoptan un desarrollo asimétrico o sesgado. Los oocitos
ubicados en el centro son pequefios, en cambio, los de la parte superior tienen mayor tamafio,
en esta zona se encuentran los oocitos maduros. El 6rgano epigonal se encuentra en mayor
parte en la zona inferior del ovario izquierdo, es de mayor tamafio en comparacion de los

demas estadios (Tabla 6).

El utero se encuentra totalmente desarrollado, con la capacidad de almacenar oocitos
fecundados. En la pared interna del Utero se puede observar la presencia de trofonemata
desarrollada (Figura 20). La glandula oviducal aumenta su tamafio comparada con los otros
estadios (Tabla 6).

Ovdi GO

Ovi

Figura 20. Aparato reproductor de una hembra madura de H. longus de 107 cm AD. (Ovi=
Ovario izquierdo, Ovdi= Oviducto izquierdo, GO= Glandula Oviducal, Ui= Utero
izquierdo, Ovd= Ovario derecho, Ud= Utero derecho)
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d. Prefadas

Los oocitos de las hembras prefiadas son de menor tamafio comparados con los oocitos de
las hembras consideradas maduras (Tabla 7). El ovario izquierdo puede ser mas grande en

las hembras maduras (Tabla 6).

La caracteristica principal de este estadio de prefiez es la presencia de embriones dentro del
Utero y el desarrollo evidente de la trofonemata en el endometrio, se muestran alargadas y
engrosadas. Se detectd que a medida del incremento de tamafio de los embriones las paredes

del Utero se adelgazaban y el 6rgano se estira (Figura 21) (Tabla 6).

ovdi GO - .

Ovd

Figura 21. Anatomia externa del aparato reproductor de una hembra prefiada de H. longus
de 141 cm AD. (Ovi= Ovario izquierdo, Ovdi= Oviducto izquierdo, GO= Glandula
Oviducal, Ui= Utero izquierdo, Ovd= Ovario derecho, Ud= Utero derecho)

6.9.  Histologia del ovario

El ovario de H. longus en un érgano globoso, en la anatomia microscépica se distinguen dos
partes: la corteza (Epitelio germinativo, la “Tuanica albuginea”) y la porcion medular. En la
corteza se localiza el epitelio germinativo y una capsula conjuntiva (=Tunica albuginea).
Ambos tejidos rodean la parte medular del 6rgano. Los oocitos desarrollados estan sostenidos
por un tejido conjuntivo junto con el érgano epigonal. Los oocitos en crecimiento se
desarrollan de la zona periférica del estroma en la parte media del ovario hacia el centro
(Figura 22). El tejido germinal se distingue principalmente en la parte de la periferia del
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ovario, el resto corresponde a la capsula conjuntiva. La mayoria de tejido germinal se
encuentra en la parte media del ovario. Desde la parte media el tejido germinal va
disminuyendo, en cambio en la parte superior del ovario se encuentran oocitos vitelogénicos
de mayor tamafio y disminuye el area del 6rgano epigonal. El 6rgano epigonal ocupa en su
mayoria la posicion central del estroma del ovarico, sobre todo en organismos inmaduros.
Los cambios durante la ovogénesis corresponden solo en la parte media en el ovario
izquierdo. El estroma de la parte baja del ovario izquierdo, Unicamente presenta Grgano
epigonal. El 16bulo ovéarico derecho no se desarrolla, aunque presenta Unicamente 6rgano
epigonal.

< ?'\ 100 um

.

Figura 22. Corte transversal en la parte media del ovario izquierdo de una hembra
inmadura de 79 cm AD (Organo epigonal=0E, Tejido epitelial germinal=TG, Nido de
ovocitos=NO, Foliculo primario=FPr). Técnica Hematoxilina-Eosina. 10x.

a. Oogeénesis

La oogénesis se describe con base a lo observado en la periferia del ovario en el tejido

epitelial germinal. Este tejido estd compuesto por un tejido cubico simple, en algunas partes
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se encuentra tejido cilindrico pseudoestratificado, localizado en la parte media de la periferia
del ovario (Figura 23). En esta zona se ubicaron los diferentes estadios de los foliculos
ovaricos y se identificd de la siguiente forma: En las hembras inmaduras y en desarrollo, se
encontraron Unicamente ovogonias, oocitos primarios, foliculos primarios, foliculos pre
vitelogénicos y foliculos vitelogénicos en estadios tempranos. En las hembras maduras se
encontraron ovogonias, oocitos primarios, foliculos primarios, foliculos pre vitelogénicos y
foliculos vitelogénicos en estadios tempranos y foliculos vitelogénicos totalmente

desarrollados.
b. Oogonia

Las oogonias son células de forma poligonal con nucleos esféricos, localizados al centro del
citoplasma de la célula, estas son las células germinales méas pequefias (

Figura 23B). Algunas se desarrollan de manera solitaria y otras en grupos forman nidos de
ovogonias. Las capas foliculares se empiezan a formar, son visibles los nacleos de las células

de las capas foliculares (

Figura 23A). Estos se separan del epitelio germinal y ocupan la periferia del estroma.

Figura 23. (A) Oogonia rodeadas por células foliculares de una hembra inmadura de 79 cm AD.
(B) Oogonia de una hembra inmadura de 79 cm AD. (Tejido epitelial germinal=TG, Oogonia=0,
Nucleo de célula folicular=NCF). Técnica Hematoxilina-Eosina. 100x.
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Cada célula presenta un nucleo al centro del ooplasma. Estos estan unidos a una capa
incompleta de las células foliculares iniciales, aun no se observan las capas del tejido
folicular. En tamafio son mas grandes que las oogonias, y el citoplasma empieza a ocupar la
mayoria del espacio (Figura 25y Figura 24).

Figura 25. Nido de 4 oogonias con células foliculares en una hembra inmadura de 79 cm
AD. (Ovocito primario=OPr). Técnica Hematoxilina Eosina. 100x.

Figura 24. Nido de oocitos. (Ovocito primario=OPr). Técnica Hematoxilina Eosina. 100x



Foliculos primarios

Al inicio presentan un epitelio folicular cibico simple (Figura 26A), se empieza a formar la
zona pelucida y una capa incompleta se forma junto a la membrana basal de los foliculos, las
capas tecales se forman, no se distinguen. En la fase final del desarrollo de los foliculos
primarios la capa granulosa se convierte en un tejido epitelial plano simple (Figura 26B,Cy
D), esté presente la zona pelicida y las capas de la teca se empiezan a formar.

Figura 26. (A) Foliculo primario inicial, Técnica Hematoxilina Eosina. 100x. (B) Foliculo
primario en una etapa avanzada donde la capa granulosa, se convierte en epitelio aplanado
simple, Técnica Hematoxilina Eosina. 100x. (C, D) Foliculo primario inicial en etapa a
avanzada. Técnica Tricromica de Mallory. (Zona pellcida= ZP, Teca= T, Capa Granulosa=

CG). 40x y 100x.
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d. Foliculos previtelogénicos

En todas las etapas del desarrollo el epitelio folicular al principio estd formado por células
aplanadas, poco después al madurar es cubico simple. La zona pelUcida se observa de mejor
forma (Figura 27). Los foliculos previtelogénicos en etapa media son aproximadamente el
doble de tamafio de los foliculos previtelogénicos tempranos. En la previtelogénesis tardia

aun se ve el ndcleo, se distinguen en teca interna y la teca externa.

Figura 27. (A) Foliculo previtelogénico, Técnica Tricromica de Mallory. 10x. (B) Foliculo
previtelogenico, Técnica Hematoxilina Eosina. 40x. (Zona peldcida=ZP, Teca=T, Capa
Granulosa=CG, Organo epigonal= OE).

e. Foliculos vitelogénicos

Se caracterizan por la presencia de glébulos esféricos de vitelo en el ooplasma (Figura 28B).
Durante la etapa media existe una mayor acumulacién de vitelo y protrusion del epitelio
folicular y de la teca interna hacia el centro del foliculo lo que resulta en la generacion de
numerosos pliegues y una apariencia corrugada del epitelio folicular véase en la figura 14.
Estos pliegues se alargan y se vuelven vascularizados, luego se ramifican para volverse
secundarios. Finalmente, en los foliculos maduros los pliegues foliculares se ramifican aun
mas y se amontonan entres si, y alcanzan el mayor didametro del ooplasma por los glébulos
vitelinos (Figura 30AB).
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Figura 28. (AB) Foliculo vitelogénico (FV), Técnica Tricromica de Mallory. (Zona pellcida=ZP,
Teca=T, Capa Granulosa=CG, Granulos de vitelo=GV) 10x y 100x.

Figura 29. (AB) Foliculo vitelogénico con pliegues, Técnica Tricromica de Mallory. (Zona
peltcida=ZP, Teca=T, Capa Granulosa=CG, Granulos de vitelo=GV, P= Pliegues) 10x y 100x.
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Figura 30. Foliculo vitelogénico totalmente maduro, Técnica Tricromica de Mallory (Zona
pellcida=ZP, Teca=T, Capa Granulosa=CG, Granulos de vitelo=GV, P= Pliegues) 10x y 100x.

6.10. Utero

El Gtero es un 6rgano tubular y estd compuesto de tres tipos de tejidos: epitelial, muscular y
conjuntivo. De fuera hacia adentro, la primera capa es un tejido conjuntivo denso, la segunda
un tejido muscular liso y luego presenta una capa con tejido epitelial y conjuntivo laxo, en
este tejido se presenta una extension del endometrio conocida como trofonemata, la cual
consiste en vellosidades que se extienden por toda la parte interna del Gtero, se les atribuye

la funcion de secretar leche uterina (Figura 32AB).

El grosor de cada una de las capas varia conforme avanza la madurez, en los Uteros pequefios,
las capas son delgadas y este tipo de Utero esta presente en etapas inmaduras y en desarrollo.
Aumentando el tamafio de las capas en hembras maduras y finalmente en hembras prefiadas
las capas del Gtero se adelgazan debido a que los embriones crecen, entonces el Utero necesita
aumentar de tamafio, pero en este caso la trofonemata estd desarrollada totalmente. Esta
proliferacion se puede observar debido a que los acinos estan totalmente formados (Figura

31A,B) y se puede observar la secrecion de la “leche uterina” (Figura 33A,B).

Las vellosidades del trofonemata son ramificaciones, en la parte del centro estdn compuestas
por tejido conjuntivo laxo de fibras colagenas y células sanguineas. El epitelio que recubre
las elongaciones es cilindrico simple.
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Figura 31. (A) Acino o cripta totalmente formada en la trofonemata, corte longitudinal del acino. (B)
Acino o cripta en corte transversal. Hembra de 137 cm de AD prefiada. Técnica Tricomica de Mallory.
(Acino=Ac) 40x.
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Figura 32. (A) Corte de la pared del Utero de una hembra prefiada de 118 cm de AD.
(B) atero de una hembra inmadura de 79 cm AD. Técnica Tricromica de Mallory. 10x.
(Tejido conjuntivo denso= TD, Tejido muscular liso= TML, Tejido conjuntivo laxo=
TL, Endometrio= E, Trofonemata= Tf).



Figura 33. (A) Cripta totalmente formada presenta leche uterina, corte longitudinal del acino.
(B) Trofonemata con leche uterina con acinos en diferentes planos de corte. Hembra de 137
cm de AD prefiada. Técnica Tricromica de Mallory. (Acino=Ac, Leche U) 40x y 10x.

En el caso de las hembras el Utero fue el 6rgano en donde se verifico y validé la escala de
madurez sexual propuesta a nivel macroscépica con la observacion histolégica. En las
hembras inmaduras las criptas no se encontraron desarrollados (Figura 34AB), en las
hembras en desarrollo las criptas estaban parcialmente desarrollados, ya que no se
encontraban totalmente abiertos (Figura 36), y en las hembras maduras y prefiadas las criptas

estaban desarrolladas totalmente (Figura 35AB).

Figura 34. Trofonemata de una hembra inmadura de 79 cm AD, Técnica. Tricomica de
Mallory. 40x. (Trofonemata=Tf, VVaso sanguineo=Vs, Epitelio cilindrico simple=Ecs).
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Figura 35.Trofonemata de una hembra madura de 104 cm AD, Técnica Tricromica de Mallory.
(Acino=Ac, Trofonemata=Tf, Vaso sanguineo=Vs, Epitelio cilindrico simple=Ecs). 40x y 10x.
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Figura 36. Trofonemata de una hembra en desarrollo de 101 cm AD, Técnica Tricromica de
Mallory. 40x. (Acino=Ac, Trofonemata=Tf, Vaso sanguineo=Vs, Epitelio cilindrico
simple=Ecs).
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6.11. Glandula oviducal

La glandula oviducal de H. longus tiene una estructura en la que se distinguen tres zonas,
tanto en organismos maduros, en desarrollo e inmaduros. Se identificd en su estructura
microscopica la zona club, zona papillary y la zona terminal. El tejido que forma las células
es un parénquima glandular formado de tejido epitelial glandular, estructurado en un sistema
de glandulas excretoras con acinos. No se encontro evidencia del almacén de esperma en las

zonas que conforman esta glandula.

Los acinos presentes en cada seccion de la glandula se pueden observar en su mayoria en un
plano de corte trasversal, en algunos se encuentran de manera longitudinal y de forma
oblicua. Cada una de estas zonas presenta lamelas de diferente forma. Al centro se encuentra
el lumen, el cual tuvo una distancia promedio de 0.28+0.20 cm, este es el espacio vacio por
donde pasa el ovocito, no existié diferencia entre el tamafio promedio de la abertura del

lumen entre hembras maduras y en desarrollo (T-tes, p=0.3455).
a. ZonaClub

Esta es una zona pequefia, se encuentra en la parte superior de la glandula oviducal. No se
pudo contar las lamelas debido a que el corte que se realizo para histologia, no siempre
coincidia con esta zona. Esta zona fue la que presento menor coloracion positiva para la

técnica de Hematoxilina -Eosina y Mallory. Las lamelas de esta zona se ensanchan entre mas

se acercan al lumen, son delgadas en la base y en la punta incrementan su tamafio (Figura

Figura 37. Zona club, Técnica Tricromica de Mallory. (A) Lumen en la zona club.
(B) Achino, con células ciliadas (Acino=A, Lumen=L, Lamela=Lm). 10x y 40 x.
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b. Zona papillary

Fue la zona més extensa de la glandula oviducal, tanto en organismos maduros como
inmaduros. El area promedio de esta zona fue de 2.41+0.62 cm?. Esta zona presento entre 31
y 69 lamelas. No hubo diferencias en el area de esta zona entre organismos maduros y en
desarrollo (Mann-Whitney, p=0.37). En esta zona se demostrd6 mayor coloracién positiva
para la técnica de Hematoxilina - Eosina y Mallory. La forma de las lamelas es uniforme y
es en donde mas se alargan (Figura 38). El epitelio de revestimiento es simple cilindrico

ciliado.

Figura 38. Zona papillary. (A) Lumen en la zona papillary 20X. (B) Acino, con células
ciliadas, Técnica Tricromica de Mallory. 40X. (Acino=A, Lamela=Lm).

c. Zonaterminal.

Es la zona que se encuentra antes de llegar al Gtero. Ya no se forman lamelas debido a que
los acinos estan més espaciados y las lamelas se convierten en laminillas anchas y pequefias

(Figura 39). La mayor parte de esta zona esta formada por fibras colagenas.
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Figura 39. Zona terminal, Técnica Tricromica de Mallory. (Acino=A, Lumen=L) 40x.

6.12. Anatomia externa del aparato reproductor de los machos

El aparato reproductor de los machos de H. longus tiene un desarrollo pareado, esto quiere
decir que tanto el lado derecho como el izquierdo presentan Organos funcionales y
diferenciados. Las zonas que se diferencian son: Testiculos, epididimos, glandula de Leydig
y vesicula seminal (Figura 40). Las gonadas de los machos se encuentran ubicadas en la
parte dorsal de la cavidad visceral. Se ubican debajo de la columna vertebral en la parte
posterior de esta, conectada con tejido epitelial conectivo. Los ductos testiculares se
encuentran justo debajo de la columna vertebral y el testiculo derecho e izquierdo a la par de
los ductos. El testiculo derecho e izquierdo presentan érgano epigonal y estan cubiertos por

una membrana mesotelial.
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Figura 40. Anatomia externa del aparato reproductor de los machos de H. longus. Vista
dorsal. (Ei= Epididimio izquierdo, Ti= Testiculo izquierdo, Gli= Glandula de Leydig
izquierda, Vsi= Vesicula seminal izquierda, Ed= Epididimio derecho, Td= Testiculo
derecho, Gld= Glandula de Leydig derecha, VVsd= Vesicula seminal derecha).

Figura 41. Génada fresca de un macho de H. longus. Vista dorsal. (Ei= Epididimio izquierdo,
Ti= Testiculo izquierdo, Gli= Glandula de Leydig izquierda, Vsi= Vesicula seminal
izquierda, Ed= Epididimio derecho, Td= Testiculo derecho, Gld= Glandula de Leydig
derecha, Vsd= Vesicula seminal derecha, Rin=Rifion). 53



6.13. Fases de madurez sexual en las gonadas de los machos

a. Inmaduros

Los organismos considerados como inmaduros presentaron lobulos testiculares muy
delgados y pequefios (Tabla 8) los cuales estdn rodeados considerablemente por 6rgano
epigonal. Los ductos testiculares fueron muy delgados y se diferencian claramente entre el
epididimio, glandula de leydig y vesicula seminal. La vesicula seminal se encontraba

totalmente estirada (Figura 42).

Figura 42. Génada de un macho inmaduro de H. longus de 59 cm AD. (Ei= Epididimio

izquierdo, Ti= Testiculo izquierdo, Gli= Glandula de Leydig izquierda, Vsi= Vesicula

seminal izquierda, Ed= Epididimio derecho, Td= Testiculo derecho, Gld= Glandula de
Leydig derecha, Vsd= Vesicula seminal derecha, Rin=Rifion).
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b. En desarrollo

Los I6bulos testiculares se empiezan a desarrollar, son mas gruesos y largos que los
considerados inmaduros (Tabla 8), la relacion 6rgano epigonal y testiculos disminuye. Los
ductos testiculares aumentan de grosor, se sigue diferenciando el epididimio, glandula de

Leydig y vesicula seminal. La vesicula seminal empieza a tomar la forma de Z (Figura 43).

Figura 43. Gonada de un macho en desarrollo de H. longus de 72 cm AD. (Ei= Epididimio
izquierdo, Ti= Testiculo izquierdo, Gli= Glandula de Leydig izquierda, Vsi= Vesicula
seminal izquierda, Ed= Epididimio derecho, Td= Testiculo derecho, Gld= Glandula de
Leydig derecha, Vsd= Vesicula seminal derecha).

¢. Maduros

Los Iébulos testiculares de los organismos maduros se presentan totalmente desarrollados y
vascularizados, el érgano epigonal es mucho menor en comparacion que los testiculos. A
simple vista se observa que el testiculo izquierdo es de mayor tamafio que el derecho (Tabla
8). Los ductos testiculares, epididimo y glandula de Leydig se encuentran totalmente
ensanchados y son de mayor tamafio en comparacion con los estadios anteriores. La vesicula
seminal esta totalmente formada y toma forma de Z (Figura 44). Es posible encontrar semen

en la cloaca.
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Figura 44. Génada de un macho maduro de H. longus de 88 cm AD. (Ei= Epididimio
izquierdo, Ti= Testiculo izquierdo, Gli= Glandula de Leydig izquierda, Vsi= Vesicula
seminal izquierda, Ed= Epididimio derecho, Td= Testiculo derecho, Gld= Glandula de

Leydig

Tabla 8. Medidas morfométricas de los testiculos de los machos de H. longus

Morfometria Estado

Testiculo izquierdo

Testiculo derecho

Promedio c Max Min Promedio c Max Min
Inmaduro 70.5 19.67 104 51 56.14 24.42 26 32
En
Largomm  jecrmollo 78.68 22.45 128 35 63.49 21.15 115 24
Maduro 125.87 20.31 170 40 103.899 20.38 146 24
Inmaduro 145 2.84 20 12 16.16 6.91 26 9
En
Anchomm 4 rrollo 19.63 7.31 39 9 16.66 6.48 33 4
Maduro 35.95 8.66 81 12 31.56 9.55 110 12
Inmaduro 4.12 1.5 6.15 2.3 3.72 3.69 9.72 0.77
En
Peso g desarrollo 13.27 9.75 35.7 0.88 7.037 5.61 30.15 0.3
Maduro 55.26 2154  123.93 5.1 43.31 1822  90.29  2.43
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6.14. Anatomica microscopica e histoldgica del testiculo

En cuanto al tamafio, el testiculo izquierdo es de mayor tamafio en comparacion con el
derecho (Tabla 8), y en la produccion de espermatozoides, en organismos totalmente
maduros el lado izquierdo presenta una mayor cantidad de espermatocitos con
espermatozoides maduros en comparacion con el derecho. El 6rgano epigonal es mas
abundante en tallas inmaduras que en tallas maduras. El tiempo de maduracion en el testiculo
izquierdo es menor en comparacion que el derecho, por ejemplo, los testiculos derechos de
organismos inmaduros presentan espermatogonias en estadios tempranos, en tanto el

testiculo izquierdo ya tiene estadios de espermatidas avanzadas.

El tipo de testiculo mostrado por los machos de H. longus es compuesto. Los tubos
seminiferos se distribuyen en todo el testiculo dentro de l6bulos, sin ningln orden aparente,
Unicamente en los espermatocitos en desarrollo avanzado de la espermatogénesis se observa

espermatozoides maduros localizados en la periferia del testiculo (Figura 45).

Figura 45. Testiculo de macho maduro de H. longus. Técnica Tricomica de Mallory. 800 x.
(Oe= Organo epigonal, Espm= Espermatozoides maduros, Espi= Espermatidas inmaduras)
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a. Espermatogonia primaria

Las espermatogonias primarias son las células gaméticas mas pequefias en los machos. Estas
provienen de un tejido germinal. Estas empiezan a formar un espermatocito de muy pocas
células presenta una Unica capa de espermatogonias. Estas células se acomodan en la periferia

de lo que empieza a ser un espermatocito (Figura 46)
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Figura 46. Espermatogonia primaria. (Espermatogonia primaria=E1ra) Técnica
Hematoxilina-Eosina. 100x.

b. Espermatogonia secundaria

Las espermatogonias se reproducen por mitosis e incrementan en nimero y forman mas capas
dentro del espermatocito el cual incrementa su tamafio. El lumen del tubo seminifero se

observa de manera clara en la Figura 47.
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Figura 47. Espermatogonias secundarias dentro de la membrana basal. (Espermatogonia
secundaria=E2da, Membrana basal=MB) Técnica Hematoxilina-Eosina. 100x.

c. [Espermatocito primario

El espermatocito contiene un mayor nimero de células. ElI lumen de este empieza a
desaparecer y las células se empiezan a esparcir en toda la circunferencia del espermatocito
al mismo tiempo que aumenta de tamafio. En esta etapa se completa la primera division
meiotica (Figura 48).
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Figura 48. Espermatocito primario. (Espermatocito primario=EP1ra) Técnica
Hematoxilina-Eosina. 40x.

d. Espermatocito secundario
En esta etapa los espermatocitos aumentan de tamafio considerablemente y las células
disminuyen su tamafio debido a la division celular. Las células de Sertoli se pueden observar

en la periferia del espermatocisto (Figura 49).

basal=MB, Células de Sertoli=CS) Técnica Hematoxilina-Eosina. 100x.
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e. Esperméatida

Las espermatidas se empiezan a diferenciar por la presencia del nucleo, notablemente
disminuye su tamarfio y toma una forma alargada como la forma de la célula fusiforme. En

esta etapa se empieza a formar la cola del espermatozoide (Figura 50).

EP

*,

-

. 'l{ff}'f:. b 4 %

Figura 50. Espermatidas (Espermatidas=EPr, Células de Sertoli=CS) Técnica
Hematoxilina-Eosina. 100x.

f. Espermatozoide inmaduro
La cabeza del espermatozoide inmaduro se dirige hacia la membrana basal y la cola se
empieza a acomodar hacia el lumen de espermatocisto. EIl nucleo del espermatozoide se

alarga, pero aun es posible observar una parte de este de forma redonda. Al mismo tiempo la
cola se alarga (Figura 51).
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Figura 51. Espermatozoides inmaduros (Espermatozoides inmaduros=Esi, Cola del
espermatozoide=Col, Cabeza del espermatozoide=Ca) Técnica Hematoxilina-Eosina. 100x.

g. Espermatozoide maduro

Finalmente, el espermatozoide maduro se distingue por la cabeza orientada hacia la
membrana basal y la cola hacia el lumen del espermatocisto. Los espermatozoides se forman
completamente, estos se alargan en forma de espiral y se organizan a manera de paquetes
(Figura 52).

Figura 52. Espermatozoides maduros (Espermatozoides maduros=Esm, Lumen=L,
Membrana basal=MB) Técnica Hematoxilina-Eosina. 100x.
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6.15. Epididimo

Este 6rgano consiste en una serie de tubos, en todos los organismos considerados como
maduros se observd el flujo de espermatozoides en el lumen de los tubos del epididimo los
cuales estan ubicados por todo el érgano. Las paredes internas del epididimo estan recubiertas
por un tejido pseudoestratificado y un tejido conjuntivo de fibras de coldgeno que le da
soporte. Los espermatozoides no presentaron un acomodo especifico (Figura 53).
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Figura 53. Seccion de epididimo en corte transversal con evidencia de acumulacion de
espermatozoides (Espermatozoides=Esm, Tejido conjuntivo de colageno=Tc, Epitelio
pseudoestratificado=EP). Técnica Hematoxilina-Eosina. 10x.

6.16. Glandula de Leydig

La glandula de Leydig consiste en un unico tubo donde se transporta el flujo seminal, se
forma donde termina el epididimo, hacia la vesicula seminal. La glandula esta rodeada por
acinos secretores de sustancias de caracter mucoso que ayudan al transporte de los
espermatozoides. Este tuvo estd revestido en su interior por un tejido epitelial
pseudoestratificado y una capa de fibras colagenas (Figura 54). En todos los organismos
considerados como maduros mostro evidencia de flujo de espermatozoides sin mostrar

ningun tipo de acomodamiento.
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Figura 54. Seccion de glandula de Leydig en un corte transversal con evidencia de flujo de
espermatozoides (Acino= A, Tejido conjuntivo de colageno=Tc, Epitelio
pseudoestratificado=EP, Espermatozoide=Esm). Técnica Hematoxilina-Eosina. 40x.

6.17. Vesicula seminal

Esta seccion de los conductos testiculares presentd elongaciones perpendiculares las cuales
provenian del tejido que recubre a toda la estructura formandose pliegues. Toda la zona esta
rodeada de un tejido epitelial pseudoestratificado y una capa de tejido conjuntivo de fibras
colagenas como soporte a la estructura. Se observo espermatozoides maduros en todos los

organismos considerados como maduros, estos se almacenaron en forma de espermatéforo

(Figura 55).
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Figura 55. Seccion de vesicula seminal en un corte longitudinal con evidencia de flujo de
espermatozoides almacenados en forma de espermatéforo (Espermatéforo=Esp, Tejido
conjuntivo de colageno=Tc, Epitelio pseudoestratificado=EP). Técnica Hematoxilina-
Eosina. 40
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7. DISCUSION

7.1.  Estructura poblacional

Actualmente de todos los trabajos publicados de H. longus en la zona de distribucién de la
especie, es necesario resaltar para esta investigacion, el logro de una informacion mas
completa en cuanto al nimero de organismos y temporadas de muestreo, durante 26 meses,
mas de 2500 organismos entre machos y hembras. Para el analisis de la reproduccion se
seleccion6 una submuestra abarcandose muestras de 14 meses, de 492 gonadas entre machos
y hembras. Contribuye con una mejor valoracion de la composicion poblacional en el
Pacifico tropical de la especie en su estado actual en cuanto a: las tallas, proporcion sexual,
pardmetros reproductivos y su comportamiento, segin la temporada de muestreo. Es
relevante, por tratarse de una especie de importancia comercial en paises como Guatemala,
El Salvador, Nicaragua, Costa Rica y el Sur de México (Arauz et al., 2007; Galdamez, 2014;
Lopez-Garro et al., 2015; Gonzdles et al., 2017; DIPESCA & PNUD, 2018; Pineda, 2019; Castillo &
Morales, 2021a).

En este trabajo la talla promedio (del AD) de las hembras y machos no demostro diferencias
estadisticas entre los dos sexos, este resultado sin diferencias estadisticas en la estructura de
tallas se ha reportado en todos los estudios realizados en la zona de distribucion de la especie
y en las comparaciones estadisticas entre machos y hembras ( Bohorquez-Herrera, 2006;
Arauz et al., 2007; Jiménez, 2017; Morales, 2021).

Aungue no se presenten diferencias estadisticas en la estructura de las tallas de machos y
hembras, es evidente en el intervalo de tallas que las hembras (41-178 cm AD), pueden
alcanzar tallas mas grandes en comparacién con los machos (47.2-109 cm AD). Esta
caracteristica se ha observado en especies del mismo género como H. americanus, H.
guttatus (Ramirez-Mosqueda, Carlos Pérez-Jiménez, et al., 2012; Tagliafico et al., 2013), H.
marianae (Onodera et al., 2019) e H. dipterurus (Smith et al., 2007). Se confirma, ya que en
todas las investigaciones reportadas para H. longus en la zona de distribucién, las hembras
demuestran una talla mas grande, en relacion con el grupo de los machos (Villavicencio et
al., 1994; Perez-Jimenez, 2001; Arauz et al., 2007; Bohorquez-Herrera, 2006; Lopez, 2009;
Torres-Huerta, 2012; Galdamez, 2014; Gonzéles et al., 2017; Hernandez et al., 2021;

Jiménez, 2017; Morales, 2021). Esta caracteristica generalizada en las especies del género
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Hypanus, podria ser indicador que las hembras necesitan un mayor tamarfio corporal durante
el proceso de la reproduccion (Walker, 2005). La ausencia de diferencias estadisticas entre
las tallas de machos y hembra en este estudio se podria atribuir al nimero reducido hembras

maduras de tallas grandes en el periodo de muestreo.

Las tallas promedio resultado de este estudio, son similares a lo reportado por otros trabajos
en paises como: Costa Rica, Michoacén, México y el Pacifico de Guatemala (Lépez-Garro et
al., 2015; INIFAP, 2018; Pineda, 2019M; Morales, 2021; Castillo & Morales, 2021b) . En cuanto a
las tallas reportadas al centro y el norte del Pacifico de México estas son de menor tamafio a
lo encontrado en este estudio, bien se podria atribuir a: la selectividad de los artes de pesca
utilizadas, al tamafio de muestra y a la latitud de la zona donde se realizé el muestreo
(Villavicencio et al., 1994; Santana, 2005; Jiménez, 2017; Gonzaéles, 2018) . En el caso de
las tallas reportadas en Costa Rica y Ecuador en 2007, estas son mayores a las reportadas en

este estudio (Arauz et al., 2007; Guerrdn, 2007). Todo lo anterior se resume en el (Tabla 9).

La proporcién sexual encontrada (0.88:1 hembras/machos, n=2,659), méas grande la porcion
de los machos. Este resultado difiere a lo reportado en el Pacifico de Guatemala en la misma
zona y temporada de muestreo, (proporcion 1.01:1 hembras/machos (n=336), sin diferencias
estadisticas (Morales, 2021). En este caso el tamafio de la muestra y el tiempo de muestreo
que Morales (2021) realizé en la colecta de datos fue menor a lo realizado en el presente
estudio, por lo que se puede inferir que estos factores afectan al determinar la proporcion de

sexos de la poblacién.

La proporcidn sexual encontrada en este estudio, mayor nimero de machos en relacion con
las hembras, sugiere la existencia de segregacion por sexos. Segun los pescadores de la zona
donde se realiz6 este trabajo, las hembras de mayor tamafio son capturadas en zonas lejanas
de la costa, a la vez son mas profundas (Comunicacion personal), este comportamiento
también lo reportan para H. americana en las costas de Campeche y en islas del océano
Atlantico (Aguiar et al., 2009; J. Hernandez, 2009). En el caso de Guatemala al encontrarse
las hembras en zonas més alejadas de la costa, significa para los pescadores que la operacion

sea mas costosa para acceder a esas hembras y, por lo tanto, se capturen solo eventualmente.

Este comportamiento de segregacion por sexos es comun en elasmobranquios, por ejemplo,

se ha reportado para varias especies de rayas y tiburones en el Golfo de California (Bizzarro
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et al., 2007). En el caso del género Hypanus se ha reportado para H. americanus en
Campeche, donde la porcion de machos era mayor a las hembras (Hernandez, 2009).
También se ha reportado para H. marianae donde la porcion de hembras fue mayor a la de
machos (Onodera et al., 2019).

En cuanto a la relacion talla-peso, en este trabajo no se presentaron diferencias estadisticas
entre las hembras y los machos, la relacion es presentada en la ecuacién conjunta de machos
y hembras, se obtuvo que H. longus en el Pacifico de Guatemala, tiene un crecimiento de
tipo alometrico negativo (b=2.0296), esto difiere a lo reportado en Colombia, demostrandose
un crecimiento del tipo isométrico (b=3.22) para ambos sexos (Bohdrquez-Herrera, 2006).
También en Colombia se reporta para machos (b=2.817) y hembras (b=3.034) un crecimiento
isométrico (Lopez, 2009) y en Baja California Sur, México reporta un crecimiento isométrico
para machos (b=2.97) y hembras (b=2.94) (Jiménez, 2017), tampoco se encontré diferencias

entre sexos.

Tabla 9. Talla reportadas para H. longus en la zona de distribucion.

AD cm o No. De
) ) Proporc;on Sexo organismos Localidad Autor
Promedio G Min Max  S&xua analizados
83.32 +22.34 41 178 H 1248 )
0.88:1 Guatemala Presente estudio
78.18 +10.46 47 109 M 1411
82.53 +2224 22 150 H 169
11 Guatemala  Morales, 2021
76.85 +11.86 23 98 M 167
76.74 1.4:1 H 70 )
Guatemala Pineda, 2019.
74.32 M 50
53 145 H 40 El .
0.57:1 Galdamez, 2014.
40 126 M 70 Salvador
421 147 H ,
0.92:1 180 El Gonzales et al
12 132 M Salvador 2017.
294 170 0.901 H 65 Oaxaca,  Torres-Huerta,
206 92.2 o M Meéxico 2012.
45 141 H 8 . Hernandez, et al
0.61:1 Nicaragua ' )
55 97 M 13 J 2021.
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8463 +1211 60 119 0751 HM 8  CostaRica oPezCamno&

Zanella 2015.
Costa Rica ! '
85.7 114 42 106 M 48 Zanella, 2007.
68.97 41 156 H 23 México Villavicencio-
0.82:1 Garayzar, et al.
72.55 46 98 M 28 BCS 1994
60.3 +20.4 29 102 H 27 Ayi
11 Mexico  5imenez, 2017,
63.1 +16 39.4 97 M 30 BCS
H ;.
60.6 165 30.1 110 46 Mexico, & onzales, 2018.
M BCS
80.4 38 139 H 13 i
0.92:1 San Felipe, 0 ales, 2005,
59.4 35 95 M 14 BC
54 134 H 21 Nayarit,  Perez-Jimenez,
77 97 1901 M 11 México 2001.
90.12 13.94 59.2 178.6 H 223
Ecuador Guerron, 2007
96.85 2198 53.2 114.8 M
180 H . ,
3:1 M 38 Colombia Bohorquez, 2006.
158 _ H 107 . Lopez-Garcia,
1.1:1 97 Colombia 2009.

Mientras que en El Salvador, se reporta también para la especie un crecimiento de tipo
alométrico negativo, para ambos sexos, con la diferencia que se utiliz6 el largo de disco para

relacionarlo con el peso (Galdamez, 2014).
7.2.  Aspectos reproductivos

En cuanto al desarrollo de las estructuras reproductivas fue similar a lo ya reportado en otros
estudios donde se realizé evaluacion de la reproduccion para H. longus (Villavicencio et al.,
1994; Lopez, 2009; Jiménez, 2017). En el caso de los machos presentan desarrollado pareado
de las gonadas, por esta condicion, se observa una seccién izquierda y derecha totalmente
desarrolladas, donde se muestran los testiculos, epididimo, glandula de Leydig y vesicula

seminal. En el caso de las hembras no presentan estructuras pareadas, Unicamente el lado
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izquierdo esta completamente desarrollado, el cual esta compuesto por un ovario totalmente
funcional el cual muestra desarrollo de ovocitos, oviducto, glandula oviducal la cual se
encuentra embebida en el Gtero y Gtero con presencia de trofonemata. Del lado derecho
presenta un ovario no funcional y inicamente un conducto que conecta del ovario a la cloaca
directamente (Villavicencio et al., 1994; Lopez, 2009; Jiménez, 2017). Este tipo de desarrollo

es una caracteristica de especies viviparas (Wourms, 1977).

En Baja California Sur, México se reportd para los machos los testiculos bien desarrollaron
de manera similar, sin diferencias estadisticas entre el tamafio del testiculo izquierdo y
derecho (Jiménez, 2017). En el caso en el presente trabajo, se mostré una diferencia en el
tamarfio de los testiculos, de mayor tamafio el izquierdo al comprarse con el derecho tanto en
talla como en peso. En otras especies del mismo género como H. marianae, muestra esta
misma caracteristica, donde el testiculo izquierdo es mas grande que el derecho (Onodera et
al., 2019).

En este estudio por primera vez se presenta la morfometria de cada una de las estructuras
reproductivas para cada uno de los diferentes estadios de madurez, longitud, ancho y peso
testiculos derechos e izquierdo, longitud, ancho y peso de ovario izquierdo y derecho, talla
de los ovocitos, altura, ancho y peso de la glandula oviducal y altura, ancho y peso del Gtero.
Esto es importante ya que estas medidas morfométricas se pueden tomar como referencia
para poder complementar otros estudios reproductivos y explicar la madurez sexual de esta

especie para el Pacifico de Guatemala o zonas aledafias.

Las variables macroscopicas que describieron mejor la madurez sexual en organismos
machos fueron: la longitud de gonopterigio y la longitud del testiculo izquierdo seguln el
ancho de disco. Para la misma especie se report6 este mismo resultado en Colombia, donde
el gonopterigio fue la caracteristica que mejor explico la madurez sexual (r>=0.53) (L6pez,
2009). H. marinae, otra especie que pertenece al mismo género presentd el mismo
comportamiento, donde la longitud y el ancho del testiculo izquierdo fueron las variables que
se utilizaron para describir la madurez en machos (Onodera et al., 2019). Por lo que podemos
concluir que tanto los gonopterigios como el testiculo izquierdo se pueden utilizar como

referencia de madurez sexual.
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Con base a las caracteristicas de madurez sexual para machos maduros (64.13%), este
resultado, demuestra que la fraccion mas abundante que contribuye a la pesqueria son estos

organismos.

En el caso de las hembras, la variable macroscopica de la longitud del Gtero describié mejor
la madurez sexual (r>=0.7471). Para H. longus en el Pacifico Colombiano el diametro del
Utero fue la variable que describié mejor la madurez sexual (r?=0.61). Igual para una especie
del mismo género H. marinae la longitud y ancho del Gtero describen mejor la madurez
sexual en hembras (Onodera et al., 2019). Por lo que podemos concluir que la morfometria
del Gtero se puede utilizar como referencia de madurez sexual en las hembras de esta especie

y hembras del género.

La proporcion de hembras consideradas como maduras y prefiadas por medio del Gtero como
variable, caracteristica de madurez sexual (24.77%), permite concluir que la mayoria de los
organismos capturados son hembras juveniles o en desarrollo, por tanto, muestra una
proporcion de 0.38:1 hembras maduras por cada macho maduro. Es evidente la existencia de
una segregacion en la porcion de hembras y machos maduros. Como ya se menciond

anteriormente es un caracter comun entre elasmobranquios, este tipo de segregaciones.

Las variables como la longitud de gonopterigio, longitud de testiculo izquierdo y longitud de
utero se pueden utilizar ya que del pleno desarrollo dependen de que se lleve a cabo la
reproduccion. El desarrollo de estas se correlaciona directamente con el crecimiento en masa
de machos y hembras. Esto coincide con que el incremento en peso esta directamente

relacionado con la reproduccion (Walker, 2005).

En este estudio el valor de L50 para machos y hembras fue de 75.72 y 105.42 cm AD
respectivamente. Esta variable solo habia sido reportada por dos trabajos, para el Pacifico de
Colombia donde para machos y hembras (90 y 120 cm AD respectivamente), en este reporte
se utilizé un modelo logistico para calcularla (Lépez, 2009). Para el Pacifico de Guatemala,
machos y hembra 79.3 y 89.2 cm AD respectivamente, en este trabajo también se utilizé un
modelo logistico (Morales, 2021). Se puede observar que lo reportado por este trabajo no
coincide con lo reportado en estos dos trabajos. El resto de los estudios donde reportan tallas
de madurez sexual para machos y hembras de H. longus Unicamente, lo hicieron mediante

observaciones directas, donde los organismos presentaban alguna caracteristica de madurez
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como gonopterigios calcificados, Uteros completamente desarrollados o presencia de
embriones, sin utilizar modelos logisticos para el calculo de la L(50) (Villavicencio et al.,
1994; Guerrdn, 2007; Torres-Huerta, 2012; Gonzéles et al., 2017; Jiménez, 2017).

En el caso de los machos el presente trabajo presenta la L50 mas baja encontrada en la zona
de distribucion de la especie. En cuanto a las hembras la L50 la talla mas baja reportada (89.3
cm AD), en la misma zona, y en la misma temporada fue por Morales (2021). Segun los
resultados obtenidos la hembra més pequefia considerada como madura presentada en esta
investigacion fue de 91 cm AD. En este sentido, se deben revisar los criterios utilizados para
considerar madura a una hembra por Morales (2021). Segun la informacion publicada hasta
el momento y los criterios utilizados, la L50 de machos y hembras publicadas por este trabajo,
bien pueden ser utilizadas como referencia en el Sur de México, Pacifico de Guatemalay El

Salvador.

La fecundidad encontrada en este trabajo de 2.2 embriones por hembra, coincide con lo
reportado (2 a 2.14) para la zona de distribucién (Villavicencio et al., 1994; Bohoérquez-
Herrera, 2006; LoOpez, 2009; Jiménez, 2017). En cuanto al intervalo de fecundidad, en este
trabajo obtuvo 6 embriones por hembra, anteriormente se habia reportado de 1 a 5 embriones,
dado nuestros resultados el intervalo de fecundidad se amplia para la especie. En general,
para el género Hypanus reporta fecundidad baja (Smith et al., 2007; Ramirez-Mosqueda,
Pérez-Jiménez, et al., 2012; Lopes Da Silva et al., 2018; Onodera et al., 2019). Si se
considera que H. longus es una especie que esta en riesgo ecoldgico, es vulnerable debido a
la pesca de arrastre de camaron, dentro de uno de los aspectos que se toman en cuesta es su
baja fecundidad (Clarke et al., 2018).

Varios autores sugieren que la fecundidad esta subestimada, debido a que las especies de esta
familia, tienden a abortar los embriones por el estrés generado al momento de la pesca. Por
tanto, es complicado encontrar hembras con embriones en los muestreos de los campos
pesqueros (Ramirez-Mosqueda, Pérez-Jiménez, et al., 2012; Lopes Da Silva et al., 2018;
Onodera et al., 2019). En el analisis histologico de este trabajo se encontraron uteros
maduros, donde se detectd la produccion de leche uterina. Aunque, estos Uteros no
presentaron embriones, esto es un indicador probable de que estas hembras abortaron al

momento de ser capturadas. Por esto mismo, no fue posible calcular la duracion de la
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gestacion, se necesitan obtener una mayor cantidad de embriones para ubicar cohortes a lo

largo de la temporada de muestreo y observar alguna tendencia de crecimiento.

La relacion ancho de disco de las hembras con nimero de embriones por Utero, presento una
relacién lineal significativa y una la variabilidad explicada en un 35%. Esta baja variabilidad
explicada se puede concluir que pudiese ser debido a abortos propiciados al momento de la

captura.

En relacion con el ciclo reproductivo se considerd de tipo asincronico, al encontrarse hembras
maduras y prefiadas durante todo el afio. Sin tendencia, con la temporada de reproduccion,
es similar para la misma especie en el Pacifico de Colombia (Lopez, 2009). De forma general
en la zona tropical se muestra comparable por ejemplo H. americanus; mostrd un ciclo
asincronico (Ramirez-Mosqueda, Pérez-Jiménez, et al., 2012). Las especies de la familia
Dayastidae presentan este patron de ciclo reproductivo asincrénico por lo que se sugieren

que se trata de una caracteristica de la familia (Lopes Da Silva et al., 2018).

Dado que se tuvo dificultades para la obtencién de registros de medidas de los ovarios
izquierdos, significo la carencia de datos de los diametros de los ovocitos en varias hembras.
Si se consideran como organismos que provienen de la pesca, al pasar un tiempo prolongado
en congelacion, o ser golpeados, los ovarios no resisten, se revientan los tejidos epiteliales
que los recubren. En este sentido no se pudo obtener evidencia del crecimiento de los
ovocitos, congruentes con el desarrollo embrionario. Aunque no lo pudimos evidenciar en
esta investigacion, en el Pacifico de Colombia, se ha comprobado que el desarrollo de los
ovocitos es congruente con el periodo de desarrollo del embrion en H. longus (Lépez, 2009),
si bien, se asume para las hembras la capacidad de ovular, al momento de alumbrar los

embriones totalmente desarrollados.
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7.3.  Anatomia externa del aparato reproductor de las hembras

Las hembras de H. longus presentaron gonadas pareadas, pero solo el lado izquierdo (ovario,
glandula oviducal y Utero) se encontraron funcional, esto valida lo que se ha reportado para
la especie en la zona de distribucién (Villavicencio et al., 1994; Lépez, 2009; Jiménez, 2017).
También es similar a lo reportado para otras especies de la familia y el mismo género como
H. sabinus, H. americana, H. marianae y Pateobatis bleekeri (Lewis, 1982; Maruska et al.,
1996; Chatchavalvanich & Rachain, 1997; Ramirez-Mosqueda, Pérez-Jiménez, et al., 2012; ;Onodera
et al.,, 2019).

El no desarrollo del ovario derecho y el funcionamiento del ovario izquierdo puede ser un
caracter apomorfico de este tipo de rayas, y la no presencia de un utero derecho funcional
podria ser una caracteristica del género (Lovejoy, 1996). Otra razén del no desarrollo del
ovario derecho podria ser debido al pequefio tamafio de la cavidad visceral de algunas
especies de elasmobranquios y al espacio que es necesario para el desarrollo de los 6rganos
internos puede ser una de las razones del porque no se desarrollan ambos ovarios (Borcea,
1906; Gudger, 1937).

El tipo de ovario que presenta H. longus es del tipo interno, pudiéndose encontrar diferentes
etapas del desarrollo folicular en un mismo ovario, esto coincide con lo que se ha descrito
para la especie (Jiménez, 2017) y lo descrito por Pratt (1988) sobre el desarrollo de los
ovarios en elasmobranquios.

Los ovarios de H. longus se desarrollan de forma sesgada, esto quiere decir que no existe un
desarrollo uniforme de los ovocitos a lo largo del ovario. El tejido germinal se encuentra del
centro hacia la parte superior del ovario, esto es similar a lo reportado por Jiménez (2017)
para la especie. El desarrollo de los foliculos ovaricos no es uniforme en el ovario, los
estadios tempranos de los oocitos se encuentran en el centro del ovario en la periferia, a
medida que los ovocitos maduran van subiendo de posicion en el ovario y finalmente en la
parte superior se encuentran los ovocitos maduros. Esta descripcion es importante ya que en
hembras maduras se recomienda realizar los cortes transversales para histologia en la parte
superior del ovario izquierdo si el objetivo es validar la madurez sexual utilizando los

ovocitos como referencia.
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7.4.  Histologia del aparato reproductor de las hembras

Para la especie no se habia descrito todas las fases de la ovogénesis, unicamente tres fases:
Foliculos primordiales, foliculos primarios y foliculos previtelogenicos (Jiménez, 2017) esto
debido a que no pudieron obtener suficientes muestras de organismos maduros (Jiménez,
2017). En este trabajo por primera vez se reportan cinco fases de la ovogenesis: Ovogonia,
ovocitos primarios, foliculos primarios, foliculos previtelogénicos y foliculos vitelogénicos,
estas fases son similares a las encontradas para Fluvytrigon signifer, especie de raya
dulceacuicola que pertenece a la familia Dasyatidae, aunque en esta especie reportan otras
dos fases: foliculos preovulatorios atrésicos y foliculos postovulatorios (Somsap et al.,
2019b) las cuales no pudimos encontrar para H. longus.

Durante la fase de ovogonia y ovocitos primarios las capas foliculares ain no se distinguen
y solo se puede observar una capa de pocas células foliculares. En la fase de foliculos
primarios la capa granulosa se convierte de células cubicas simples a tejido plano simple. En
la fase de foliculos previtelogéncios la capa granulosa vuelve a ser un tejido ctbico simple.
Finalmente, los foliculos vitelogenicos presentan una capa granulosa con un tejido cilindrico
pseudoestratificado, esta descripcién es similar a lo reportado por Jiménez (2016) para H.
longus para la fase de foliculos vitelogenicos.

En elasmobranquios el epitelio folicular de los ovocitos se compone de diferentes
combinaciones de tipos de células, pueden ser células pequefias, medinas o grandes, células
columnares. En general depende de la especie y la etapa de maduracion del foliculo (Somsap
etal., 2019b). Los ovocitos en la fase de ovogonia y ovocitos primarios se pueden encontrar
en la medula de forma solitaria o juntos en colonias Ilamadas cordones sexuales, esto se ha
reportado para otras especies de la misma familia F. signifer e H. sabinus (Grier et al., 2016;
Somsap et al., 2019b).

Una caracteristica encontrada en la fase de foliculos vitelogénicos es que el epitelio folicular
empieza a desarrollarse y se forman invaginaciones que se ramifican y se extienden hacia
todo el ovocito formando maultiples pliegues formados de la capa granulosa y zona peldcida.
Esta caracteristica de esta etapa de la ovogénesis es un rasgo comun de los Myliobatiformes
(Somsap et al., 2019b).
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La glandula oviducal de H. longus mostro tres zonas: zona club, zona papillary y la zona
terminal, esto difiere a lo reportado por Hamlett (1998) donde describe cuatro zonas: Zona
club, papillary, terminal y bafle, esta Ultima zona en esta especie no se pudo ubicar. Por
primera vez se hace una descripcién de la glandula oviducal para la especie en su zona de
distribucion. La zona club fue la que mas dificultad se tuvo para describir ya que debido a la
posicion de la glandula en varias muestras no se pudo realizar el corte de una forma adecuada
para poder describir la zona. La zona papillary y la zona terminal fueron las que mejor se
pudieron representar. Finalmente, no se encontré un rasgo caracteristico para describir la
madurez en la glandula oviducal, se intentd verificar diferencias en la abertura o lumen de la
glandula entre organismos maduros e inmaduros pero no se encontraron diferencias. Como
se menciono anteriormente no se pudieron realizar cortes uniformes que tomaran cada una
de las secciones de la glandula, ya que esta no se encuentra en una posicion uniforme, por
ejemplo, en algunas glandulas el lumen se mostr6 curvo por lo que no se pudieron realizar
cortes que tomaran toda la longitud de este.

El Gtero de H. longus se utilizé de referencia para tomar la madurez sexual. La longitud de
este fue la variable que mejor se relacioné con el ancho de disco de las hembras para describir
la madurez sexual, esto es similar a lo reportado para otras especies del mismo género (L6pez,
2009; Onodera et al., 2019).

El Gtero de H. longus esta formado por tres capas: Una capa en la periferia de tejido
conjuntivo denso, una capa intermedia de tejido muscular liso y luego presenta una capa de
tejido epitelial y tejido conjuntivo laxo que es donde se encuentra la trofonemata. La
trofonemta son extensiones vellosas presentes en la pared de la mucosa uterina y esta son
aplanadas y son méas anchas en la punta que en la base, cada trofonemata tiene un vaso central
que se ramifica para irrigar (Hamlett et al., 2011). La descripcion de la pared del Gtero de H.
longus es similar a lo descrito para H. americanus donde mencionan que esta formado por
una capa interna llamada endometrio donde se forman las extensiones vellosas (trofonemata),
existe una capa intermedia que es un masculo liso (miometrio) y existe una capa externa

Ilama piometrio (Hamlett et al., 2011).

Las trofonematas presentan criptas secretoras de leche uterina, esta esta compuesta de lipidos
(triglicéridos) y proteinas (Hamlett et al., 2011). El tejido de la trofonemata cambia durante

el proceso de gestacion; En (teros que presentan embriones en estados avanzados la
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vascularizacion cambia en la trofonemata, esta aumenta considerablemente y los vasos en el
borde de la trofonemata son de gran diametro, ademas el epitelio cubico que recubre los vasos
se reemplaza por epitelio escamoso (Hamlett et al., 2011). Para D. sabina también se reporte
este comportamiento, las células epiteliales de las glandulas uterinas y trofonematas
aumentaron de tamafo. Las trofonematas se alargaron considerablemente y el tejido
conjuntivo central se degrado. El adelgazamiento del tejido conectivo en las trofonematas
acerco la red de capilares a la superficie. La vascularizacién aumento conforme aumentaba
el desarrollo del embrion (Lewis, 1982). Para H. longus se observo el mismo
comportamiento, hembras prefiadas y maduras mostraron trofonemata mas grandes y con
criptas totalmente formadas en comparacién de hembras inmaduras, esto nos indica que este
tejido ya debe de estar formado para poder considerar a una hembra como madura, por lo que
se recomienda obtener dados morfométricos de las trofonemata asi como una descripcion

general.
7.5.  Anatomia externa del aparato reproductor de los machos

La anatomia macroscdpica del aparato reproductor de los machos de H. longus fue similar a
los reportado por otros estudios para la misma especie ( Villavicencio et al., 1994; Ldpez,
2009; Jiménez, 2017) donde se reporta que esta especie presenta un desarrollado pareado de
los testiculos, esto quiere decir que muestra desarrollo en el lado izquierdo y derecho,
validando lo reportado anteriormente por estos autores.

En este trabajo el tamafio de los testiculos fue diferente, el testiculo izquierdo es mas grande
que el derecho. Esto es similar a lo reportado para otras especies del mismo género (Maruska
et al., 1996; Onodera et al., 2019). Esto se pudo observar a nivel histoldgico ya que en
organismos inmaduros cuando el testiculo izquierdo empieza a formar los espermatocitos el
derecho no, a nivel macroscopico esta caracteristica se ha reportado para Rhinoptera bonasus
donde el testiculo izquierdo empieza a formar I6bulos antes que el derecho (Poulakis, 2013).
En organismos maduros se observd que los testiculos izquierdos presentaban mas
espermatocistos con espermatozoides maduros en la periferia del testiculo en comparacion
que los derechos. Esta caracteristica se puede explicar debido al acomodamiento de los
organos en la cavidad visceral, el intestino espiracular y el estdmago, necesitan mas espacio

y quitan area de desarrollo al testiculo derecho (Maruska et al., 1996).
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En Baja California Sur (BCS) para la misma especie se reporto que el tamario de los testiculos
de los machos de H. longus no presentd diferencias significativas (Jiménez, 2017). Estas
diferencias se pueden explicar debido al tamafio de muestra, ya que en el trabajo realizado
en BCS unicamente utilizaron 30 gonadas de machos y la mayoria de estos organismos

fueron inmaduros.
7.6. Histologia del aparato reproductor de machos

El tipo de desarrollo de la espermatogénesis encontrado en esta especie es radial, esto también
es reportado para H. longus en Baja California Sur y Colombia (Lépez, 2009; Jiménez, 2017).
En esta forma de desarrollo la zona germinal se encuentra al centro de los I6bulos, y el
desarrollo de la espermatogénesis se lleva de forma radial hacia la periferia del I6bulo,
encontrandose las etapas mas avanzadas de la espermatogénesis en la periferia del testiculo
(Pratt, 1988). Este tipo de desarrollo también se reporta para Dasyatis sabina (Maruska et al.,
1996).

En este trabajo se identifican siete estadios de la espermatogénesis: Espermatogonias
primarias, espermatogonias secundaria, espermatocito primario, espermatocito secundario,
espermatida, espermatozoide inmaduro y espermatozoides maduros. Para la misma especie
solo se habia realizado la descripcion de Jiménez (2017) donde de forma similar se reportan

siete estadios de la espermatogénesis.

Algunas diferencias a lo reportado por Jiménez (2017) es que en este trabajo se describen
dos estadios de espermatogonias y Unicamente dos estadios de espermatidas. En lo reportado
para Baja California Sur Unicamente se reportan un estadio de espermatogénias y tres
estadios de espermatida. En este sentido, se consider6 necesario dividir entre
espermatogonias primaria y secundaria ya que hay diferencias evidentes. Por ejemplo, en las
espermatogonias primarias son pocas células en el espermatocisto y este no esta formado, en
cambio en las espermatogdnias secundarias ya el espermatocisto esta formado con un lumen

evidente y la cantidad de células aumenta considerablemente.

Para la especie Hypanus sabina hacen una descripcion extra de una fase de la
espermatogénesis, la cual es la zona degenerada, este consiste en que los espermatocistos son
vaciados luego de la expulsion de los espermatozoides maduros (Maruska et al., 1996). En

estos organismos no encontramos evidencia de esta etapa.

78



En organismos inmaduros, en desarrollo y maduros se encontraron todas las etapas de la
espermatogénesis, la diferencia fue la cantidad de espermatozoides maduros encontrados. En
organismos inmaduros los espermatocitos con espermatozoides maduros eran menos en
comparacion con organismos maduros. Esto es similar a lo reportado para la especie de
tiburon Cephaloscyllium ventriosusm, donde los machos presentaron todas las etapas de la
espermatogénesis en todos los estadios de desarrollo (Bernal, 2017). Por lo que para H.
longus aunque los machos presenten espermatozoides maduros la madurez sexual depende
en mayor medida de los gonopterigios, los cuales deben de estar listos para poder ingresar al

aparato reproductor femenino.

Por primera vez se hace una descripcion del epididimo, glandula de Leydig y vesicula
seminal para la especie. En los organismos maduros se encontrd evidencia de flujo continuo
de espermatozoides en el epididimo y glandula de Leydig ya que en todos los organismos
considerados como maduros se encontraron espermatozoides en el lumen del epididimo y la
glandula de Leydig, estos espermatozoides no se presentaron en un orden aparente, esta
descripcidn es similar a los reportado por Hamlett (2002) donde describe el flujo de esperma
en los ductos testiculares. En la vesicula seminal se encontro6 el almacén de esperma en forma

de espermatozeugmata (H. L. Pratt & Tanaka, 1994).

El epididimo de H. longus mostro un epitelio pseudoestratificado, esto difiere a lo descrito
para otras especies de otras especies (Hamlett, 2002; Burgos, 2013) y de especies del mismo
género como Dasyatis sabina(Piercy et al., 2003), pero es similar a lo reportado para el
tiburon Cephaloscyllium ventriosum (Bernal, 2017).

La descripcion de la vesicula seminal corresponde a lo descrito en otros estudios donde
menciona que en las paredes de la vesicula se encuentran elongaciones del tejido epiteleal
que van en direccion del lumen, entre estas elongaciones en donde se encuentran el almacén
de esperma en forma de espermatozeugmata (Hamlett, 2002; Piercy et al., 2003; Burgos,
2013). El tejido epitelial de revestimiento de esta zona es del tipo pseudoestratificado, siendo

similar a lo reportado para Gymnura marmorata en Baja California Sur (Burgos, 2013).
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8. CONCLUSIONES

1) H. longus es la especie mas capturada con palangres de fondo costeros en el sur de México
el Pacifico de Guatemala, El Salvador, Honduras, Nicaragua y Costa Rica.

2) La especie mostro dimorfismo sexual en cuanto el crecimiento, las hembras alcanzan un

intervalo de tallas mayor en comparacion que los machos.

3) En cuanto a la proporcion de sexos los machos son mas numerosos que las hembras, esto

sugiere que existe segregacion por sexos.

4) En la morfometria de las gbnadas en las hembras se encontrd desarrollo de los 6rganos
izquierdos (ovario, oviducto, glandula oviducal y Utero), el lado derecho fue vestigial.

5) Los testiculos son pareados, pero es mas grande el testiculo izquierdo que el derecho, esto

se reporta por primera vez para los machos de H. longus.

6) La madurez sexual se evidencia por el gonopterigios calcificados y la longitud del testiculo
izquierdo relacionado con el ancho de disco. En el caso de las hembras la longitud del Gtero

izquierdo relacionado con el ancho de disco definié la madurez sexual.

7) Los machos presentaron un flujo continuo de esperma en los ductos testiculares. Los
testiculos derechos son mas pequefios en comparacion que los izquierdos, también a nivel

histologico se observé mas desarrollo en el testiculo izquierdo.

8) Las hembras presentaron el ovario izquierdo con un desarrollo sesgado, de la parte media

a la parte superior del ovario, donde el epitelio germinal esta al centro de estos 6rganos.

9) Los primeros estadios de la oogénesis se encuentran en la zona media en la periferia del
ovario izquierdo, conforme se desarrolla la oogénesis los ovocitos van moviéndose a la parte

superior del ovario.

10) Para validar la madurez en hembras utilizando el ovario izquierdo, se debe de muestrear
los oocitos ubicados en la parte superior del ovario ya que aqui se encuentran los foliculos

vitelogénicos.
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11) Este estudio valido la madurez sexual por medio de caracteristicas del Utero, las hembras
consideradas como maduras presentaban una trofonemata desarrollada, a nivel de histologia
las hembras maduras presentaron criptas secretoras y en las que se encontraron prefiadas

también mostraron leche uterina.

12) En la glandula oviducal se pudieron describir tres zonas: Zona club, papillary y terminal.

No se encontrd evidencia de almacenamiento de esperma en la zona terminar de la glandula.

13) EIl érgano epigonal se encontrd tanto en hembras como en machos. Se encontré6 mas

abundante en organismos inmaduros y en desarrollo que en organismos maduros.

14) La L50 de machos y hembras fue de 75y 105cm AD respectivamente. Para ambos sexos

es la menor talla de L50 reportada en la zona de distribucion de la especie.

15) La mayoria de los machos colectados fueron organismos maduros, en tanto las hembras
la mayoria fueron organismos inmaduros o en desarrollo. Sugiere una segregacion por
madurez sexual, si se considera que la mayoria de los organismos maduros colectados fueron

machos.

16) Se encontr6 una fecundidad promedio de 2 embriones por hembra, es similar a lo
reportado en la zona de distribucion de la especie. La talla de nacimiento calculada de los

embriones alcanz6 34.05 cm AD.

17) Finalmente se concluye que H. longus tiene una reproduccion asincronica. En cualquier
mes del afio existen embriones de diferente tamario, de igual manera los oocitos de mayor
diametro se pudieron encontrar a lo largo del afio, no presentando una tendencia en la

reproduccion.
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9. RECOMENDACIONES

1) Se recomienda continuar el monitoreo de desembarques de esta especie para seguir
cambios en la proporcion de sexos y estructura de tallas de la especie a lo largo del tiempo,
con miras a la regulacion pesquera de la especie.

2) Para préximos estudios de biologia reproductiva de H. longus en el Pacifico de Guatemala,
Sur de México y El Salvador se recomienda en el caso de los machos basarse en el desarrollo
del testiculo izquierdo. Con las hembras se debe de tomar de referencia el Gtero y el ovario
izquierdo.

3) Se debe de realizar un mayor esfuerzo en muestrear Uteros de hembras prefiadas esto con
el objetivo de medir de mejor manera la fecundidad uterina real. También se debe de realizar
el monitoreo en un mayor periodo de tiempo para poder establecer si existen cohortes de
nacimiento.

4) Se debe de dirigir un estudio especifico para el Pacifico de Guatemala para poder
comprender de mejor manera el fendmeno de la segregacion sexual, sobre todo entender
donde se ubican las hembras maduras, ya que en este estudio se demostr6 que la mayoria de
los organismos maduros son los machos, mientras que las hembras la mayoria son

organismos inmaduros y juveniles.
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