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RESUMEN de la tesis de ALFONSINA EUGENIA ROMO CURIEL, presentada

como requisito parcial para la obtencién del grado de MAESTRO EN CIENCIAS en
ECOLOGIA MARINA. Ensenada, Baja California, México. Octubre de 2007.

CARACTERIZACION DEL MODO DE REPRODUCCION DEL PEZ
GUITARRA RHINOBATOS PRODUCTUS AYRES, 1856 CON BASE EN
EL DESARROLLO Y ALIMENTACION EMBRIONARIA

Resumen aprobado por:

Dr. Oscar Sosa Nishizaki
Director de Tesis

Los elasmobranquios son un grupo de peces primitivos mandibulados que han evolu-
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cionado de manera interesante en sus modos de cher‘ucmon La diversidad resulta de la
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complejidad estructural de los tteros y de la regulacién funcional interna de las diferentes
especies. El objetivo de este trabajo es determinar el tipo de alimentacién de los embriones
de Rhinobatos productus y por ende el modo de reproduccién. Se realizaron muestreos en
diferentes periodos de mayo de 2004 a junio de 2007 en la pesca comercial de San Felipe,
B.C. y Bahia de Kino, Son. Se examinaron 650 hembras, 2,047 embriones y 484 huevos
uterinos. La gestacién dura 12 meses: inicia en julio y termina en un alumbramiento a
finales de junio del siguiente afio. Se observd una diapausa en el desarrollo de 8 a 9 meses

y en los tres meses restantes se determiné un crecimiento isométrico en los embriones, y
conforme éstos aumentaron en longitud, el saco vitelino externo (SVE) fue consumido. La
talla de nacimiento se observé desde los 16 cm LT hasta 19.2 cm LT, dependiendo de la
talla materna y el tamafio de los ovocitos fertilizados. El anélisis histolégico de las paredes
uterinas sugiere que no existieron secreciones que aportaran nutrimentos a los embriones
antes de su nacimiento, aunque si hay una regulacién osmética en el contenido de liquidos
y sales dentro del ttero. El porcentaje estdndar del contenido de agua en los huevos fe-
cundados fue de 48.6 % mientras que en los embriones fue de 80.75 %; por lo que durante

CI dcoaTrOHU c;ubx}Oﬂ&rlO eXlSt"‘ una pnrrhﬂn en n] peso seco An 'IR '{% F‘Qf(‘\Q rpqn]fndnq

indican que R. productus es una especie 1eutotroﬁua por lo que durante todo el desarrollo

los embriones se alimentan Unicamente del saco vitelino.

Palabras clave: Modo de reproduccién, biologia reproductiva, crecimiento embriona-
rio, condrictios, elasmobranquios, Rhinobatos productus.
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ABSTRACT of the thesis presented by ALFONSINA EUGENIA ROMO CURI-
EL as a partial requirement to obtain the MASTER OF SCIENCE degree in MARINE
ECOLOGY. Ensenada, Baja California, Mexico. September 2007.

CHARACTERIZATION IN THE MODE OF REPRODUCTION OF
SHOVELNOSE GUITARFISH Rhinobatos productus, AYRES 1856 BASED
ON THE DEVELOPMENT AND NOURISHMENT OF EMBRYOS

The elasmobranchs are the oldest group of jawed fishes which have evolved in many
aspects, including the mode of reproduction. Their diversity depends completely on the
structural complexity of the uteri and the internal functional regulation. The main ob-
jective of this work was to determine the type of feeding of the embryos of Rhinobatos
productus and therefore the mode of reproduction, this is a contribution to the basic bio-
logy of the species. Samples were taken in different periods from May 2004 through June
2007 in the commercial fisheries of San Felipe, B.C. and Bahia de Kino, Son. A total of 650
females, 2,047 embryos and 484 uterine eggs were examined. The gestation period lasts 12
months, initiated in July of one year and ends with the birth of the young in late June
of the next year. An embryonic diapause was observed from August to March, and in the
three remaining months there was accelerated isometric growth in the embryos, as they
increase in length the external yolk sac (EYS) was consumed in its totality. Embryo size
at birth varied from 16 cm up to 19.2 cm, depending on the maternal size and on ova size
ovulation. The histological analysis of the uterus structures of pregnant females suggested
that no secretions was used for the embryo’s nourishment before its birth; though they
do have a regulation in the content of liquids and salts that is utilized in osmoregulation.
The uterus had longitudinal folds with basal crypts throughout its length. The standard
percentage of the water content in fertilized eggs was 48.6 %, and 80.75 % in fully deve-
loped fetus; and the dry weight lost was 16.3 % during development. This results indicate
that R. productus is a strict yolk-sac viviparous species with no maternal contribution of
matter nutrients during embryo development.

Keywords: Mode of reproduction, reproductive biology, embryonic development, chon-
drichthyes, elasmobranch, Rhinobatos productus.
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Introduccion

Los condrictios, peces cartilaginosos, incluyen a los tiburones, las rayas y las quimeras.
Son uno de los grupos de peces mandibulados mas primitivos y han evolucionado en diver-
sos aspectos, incluyendo el modo reproductivo de la oviparidad a la viviparidad (Wourms,
1977). Uno de los aspectos més importantes en la transicién de la oviparidad a la vivipari-
dad es la fertilizacién interna y la produccion de un nimero pequeno de neonatos con
tallas grandes, a través de las adaptaciones evolutivas que han adquirido las hembras para
nutrir a los embriones durante periodos mas largos (Castro, 1983).

La diversidad en los modos de reproduccién en elasmobranquios depende completa-
mente de la complejidad estructural de los tteros y la regulacién funcional interna (Ham-
lett y Hisell, 1998). Con base en la alimentacién embrionaria, dentro de la viviparidad se
pueden distinguir dos modos de reproduccion: lecitotréfico y matotréfico. En el primero los
embriones se alimentan tinicamente del saco vitelino, siendo el modo de reproduccion do-
minante en los elasmobranquios. En las especies matotroficas una vez que el saco vitelino

es consumido los embriones reciben alimentacién de la madre, directa o indirectamente.



La alimentacién matotréfica se subdivide en cinco categorias: a) histotrofia minima, en
donde las paredes del titero secretan una mucosidad que es absorbida por el embrién; b)
histotrofia lipidica, comtimente conocida como leche uterina, rica en lipidos y proteinas,
la cual es secretada por medio del trofonemata (vellosidades en la pared de los tteros); ¢)
ovofagia, en la que los embriones se alimentan de otras capsulas de huevos ovulados sin
fecundar, por lo que los embriones forman un estémago abultado; d) adelfofagia, donde el
embrion mas grande de cada ttero se alimenta de otros embriones pequenos y continta
alimentandose de los huevos sin fertilizar que la madre ovula hasta el final de su desarrollo
y e) especies placentadas, en las que cuando el embrién consume el saco vitelino en su
totalidad, los restos del saco se adhieren a la pared del utero formando una placenta con
cordén umbilical, el cual le provee nutrientes directamente de la madre (tabla I) (Wourms,
1977; Musick y Ellis, 2005). Dependiendo del modo de reproduccién de cada especie es
el tiempo que dura el periodo de gestacion, el cual es de 2 a 4 meses en algunas rayas, y

puede durar hasta 24 meses en S. acanthias (Hamlett y Hisell, 1998).

Tabla I: Modos de reproduccién en elasmobranquios.

Lecitotrofico Matotrofico  Suplemento

Oviparidad *
Viviparidad Saco vitelino *
Histotroffa minima * mucosidad
Histotrofia lipidica * leche uterina
Ovofagia * ovocitos
Adelfofagia * embriones
Placentada *

Los peces batoideos constituyen una variedad de grupos taxondémicos conocidos como
peces sierra, rayas, peces guitarra, torpedos y rayas eléctricas. Dentro de este grupo la
viviparidad se encuentra representada en todas las familias excepto en la Rajidae, que

son oviparos (Musick y Ellis, 2005). La familia Rhinobatidae, conocida cominmente como



peces guitarra, son habitantes benténicos poco activos de los mares tropicales y templados;
viven sobre fondos arenosos o fangosos en costas marinas, estuarinas y ocasionalmente
dulces con profundidades de 1 a 13 m, aunque en algunas ocasiones pueden ser localizados
a profundidades de 80 m. De los siete géneros que conforman esta familia, en el Pacifico
mexicano se encuentra una especie del género Zapterixz, una de Platyrhinoides y tres de
Rhinobatos (McEachran y Notarbartolo di Sciara, 1995; Ebert, 2003).

El pez guitarra Rhinobatos productus es una raya que se distribuye desde San Francisco,
California EUA, hasta Mazatlan, Sinaloa, México, incluyendo el Golfo de California (Ti-
mmons y Bray, 1997). Estos organismos pueden alcanzar tallas que sobrepasan los 159 cm
de longitud total y un peso de 18 kg (Villavicencio Garayzar, 1993). Su alimentacién se
basa principalmente en cangrejos y en menor proporcién de peces béntonicos, moluscos
bivalvos y calamares pequenios (McEachran y Notarbartolo di Sciara, 1995). En la regién
norte del Golfo de California la talla méaxima registrada es de 120 c¢m; la talla de primera
madurez es de 60 cm de longitud total (LT) en hembras y de 66.8 cm en machos (Ro-
mo Curiel, 2004). En diversas regiones de la peninsula de Baja California y a lo largo
de todo el Golfo de California, esta especie es considerada como un recurso pesquero im-
portante ya que su poblacién es abundante y puede ser explotada durante todo el ano
por medio de embarcaciones riberenas (pangas) y de mediana altura (McEachran y No-
tarbartolo di Sciara, 1995). En algunas épocas del anio R. productus no es considerada
como especie objetivo dentro de las pesquerias, aunque es una componente regular de la
fauna acompanante en la captura de otras especies. Ademas, se considera potencialmente
vulnerable a la sobreexplotacion ya que presenta una tasa reproductiva baja y a que cuen-
ta con una distribucion muy localizada durante su época de reproduccién, por lo que es

capturada con mayor facilidad durante este periodo (Villavicencio Garayzar, 1993). El



objetivo de este trabajo es determinar el tipo de alimentacién que presentan los embriones

de Rhinobatos productus durante su desarrollo y por ende, el modo de reproduccién.

I.1. Antecedentes

En los ultimos anos se han realizado estudios especificos sobre la alimentacion intraute-
rina de algunas especies de elasmobranquios. Amoroso (1960) y Wourms (1977, 1981) rea-
lizaron una revisién general de la viviparidad en varios grupos de peces. Jollie y Jollie
(1967) hicieron una descripcion de las caracteristicas del saco vitelino y uteros en Squalus
acanthias, especie lecitotréfica. Hamlett y Hisell (1998) realizaron un estudio comparativo
entre cinco especies de elasmobranquios en donde determinaron que existen diferencias
estructurales muy caracteristicas entre las especies lecitotréficas y matotroficas. Hamlett
et al. (1996) y Koob y Hamlett (1998) describieron respectivamente las estructuras del
trofonemata en hembras con huevos uterinos en Dasyatis americana y Raja erinacea.

En estudios realizados en el género Rhinobatos, Wenbin y Shuyuan (1993) observaron
que en hembras inmaduras de R. hynnicephalus los tuteros presentan pliegues longitu-
dinales con mayor abundancia en la pared dorsal. En cambio, las hembras maduras en
estadios avanzados del periodo de gestacién tienen la pared de los 1teros muy delgada y
con vascularizaciones. Encontraron que los pliegues estan cubiertos por células tubulares
glandulares; senalan que posiblemente los embriones no sélo se alimentan de los nutrientes
del saco vitelino, sino que estas células tienen una secreciéon de material nutritivo que sirve
de alimento durante el dltimo estadio de su desarrollo embrionario.

Para establecer la existencia de una relacion alimentaria entre la madre y los embrio-
nes, en la cual ésta les provee de nutrientes durante el periodo de gestacién, diferentes

autores determinaron la diferencia en peso seco de los huevos fecundados depositados en



el utero y el peso seco de los embriones que se encuentran en la fase terminal del desa-
rrollo embrionario (Wourms et al., 1988). Wourms (1993) aplicé este método en Scoliodon
laticuadus considerando que es una especie vivipara placentada; encontré cambios en el
peso de 14,219 % en embriones de la fase terminal y 58,338 % en neonatos, por lo que
considera a esta especie como matotrdfica altamente avanzada. Guallart y Vincent (2001)
utilizaron este andlisis en una especie vivipara aplacentada, Centrophorus granulosus, en-
contrando una tasa de decremento de 20 % de materia orgdnica similar a la descrita en
especies oviparas, por lo que concluyen que esta especie es estrictamente lecitotréfica, sin
contribucién de alimento complementario durante el desarrollo. Seck et al. (2004) llegaron
a la misma conclusion en R. cemmiculus, ya que observaron que estos organismos pro-
ducen ovocitos grandes por lo que la madre tiene una inferencia reducida, limitandose a
proporcionar solo proteccién y de proveer a las crias s6lo materia inorganica durante en el
desarrollo embrionario.

Para Rhinobatos productus a lo largo de su distribucion en la costa occidental de
Estados Unidos y Baja California, se han realizado diversos estudios referentes a su bio-
logia reproductiva (Talent, 1985; Villavicencio Garayzar, 1993; Downton Hoffman, 1996;
Timmons y Bray, 1997; Romo Curiel, 2004; Marquez Farias, 2007). Sin embargo, estos
estudios se enfocan principalmente en aspectos poblacionales de los adultos sin enfatizar el
modo reproductivo de la especie. Con referencia al desarrollo embrionario, Génzalez Garcia
(1998) senal6é que en Bahia Almejas, Baja California Sur, el periodo de gestacién de esta
especie dura 12 meses, en tres de los cuales se realiza el desarrollo embrionario; describe
los cambios morfométricos externos y aspectos osteoldgicos que se presentan durante el
crecimiento; determiné que durante el desarrollo embrionario hay dos fases principales: en

la primera el crecimiento es rapido y antes de alcanzar los 10 mm de longitud total se



forman todos los elementos cefdlicos; en la segunda fase se forma el conjunto de aletas y
la calcificacion de los elementos esqueléticos.

En el Golfo de California Mérquez Farfas (2007) report6 que el periodo de gestacién
de esta especie va de 11 a 12 meses y una talla de nacimiento de 17.5 cm de longitud total,
sin describir el tipo de alimentacion. Romo Curiel (2004) sefialé que en el alto Golfo de
California R. productus presenta un periodo de gestacion aproximadamente de 12 meses
y una talla de nacimiento alrededor de los 19 cm; encontré que las hembras maduras
con estadios avanzados de gestacion presentan las paredes de los uteros delgadas y sin
presencia de pliegues, por lo cual sugiere que no existen estructuras que secreten leche
uterina durante el ultimo estadio del desarrollo embrionario, definiendo a la especie como
lecitotrofica. No obstante, el resto de los autores relacionan la formacion de pliegues y
vascularizaciones en la pared de los teros con la secrecién de leche uterina. Sin embargo
no se han realizado estudios que describan las estructuras de la pared de los tteros en
esta especie durante el desarrollo embrionario, para asi poder determinar la presencia de
nutrientes durante la ultima fase del desarrollo embrionario. Estos estudios serian de gran

utilidad para determinar el tipo de alimentacion embrionaria y el modo de reproduccion.



1.2. Hipbtesis

En Rhinobatos productus la incidencia de la madre en la alimentacién de los embriones

durante su desarrollo es nula, por ende, la especie es lecitotrofica.

I.3. Objetivos

General

= Determinar si el tipo de alimentacién en los embriones de Rhinobatos productus es

lecitotroéfico.

Particulares

= Determinar el periodo de gestacion.
= Describir el crecimiento embrionario.
= Analizar las estructuras de la pared de los uteros.

» Determinar la relacion nutricional madre-embridn.



I1

Area de estudio

El Golfo de California se encuentra ubicado en la parte noroccidental de México, entre
los 22° 50’ y 31° 58’ de latitud Norte y de los 107° 20’ hasta los 114° 45’ de longitud
Oeste, limitado en la parte Oeste por la peninsula de Baja California y al Este por los
estados de Sonora y Sinaloa, con una orientacién noroeste-sureste (figura 1). Es una cuenca
semicerrada, comunicada en su parte sur con el Océano Pacifico; al Norte desemboca el rio
Colorado. Tiene una longitud de 1,100 km medido desde la boca del rio Colorado hasta
donde termina la peninsula de Baja California. Cuenta con una superficie de 257, 158 km?,
en la boca tiene un ancho de 200 km y 135 km de ancho promedio en todo el golfo
(Herndndez Méndez, 1998).

En todo el Golfo la amplitud de las variables fisicas tienden a aumentar de sur a norte.
El area norte cuenta con cambios muy pronunciados en las temperaturas superficiales
asi como en la estructura poblacional de flora y fauna de invierno a verano. Esto se debe
a que es un cuerpo de agua somero con profundidades menores a los 200 m, con cuencas y
pendientes muy suaves; por lo que las condiciones de verano-invierno son muy diferentes.

En verano-otono la evaporacion es muy alta, ya que se forma una masa de agua calida
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Figura 1: Localizacién del Golfo de California y zonas de muestreo (*) de Rhinobatos productus.

Reserva de la Bidsfera del Alto Golfo de California y Delta del Rio Colorado (RB).

con una temperatura mayor a los 30 °C y una salinidad de 41.0 como maximo. En cambio
en invierno, las temperaturas tienen una variacion de 8 a 12 °C a menos, y la salinidad
disminuye a 32.0 aproximadamente (Alvarez Borrego, 1983; Lluch-Cota et al., 2007).

En la regién central del golfo hay un Cinturén Insular, que corre de la Isla Tiburén
hasta la Isla Angel de la Guarda, por lo que tiene gran influencia en toda el area. Esta
zona cuenta con umbrales someros y canales angostos que comunican la regiéon norte con

la parte sur del golfo. Las corrientes de marea son fuertes y hay una mezcla intensa de sus
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aguas, creando una situacion similar a una surgencia constante, por lo que la productividad
primaria es alta. Las temperaturas minimas se registran en enero con un promedio de 16 °C
y los maximos alcanzan los 32 °C durante el mes de julio (Lavin et al., 1997; Moreno et

al., 2005).
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Metodologia

II1.1. Obtencion de muestras

Se realizaron muestreos de marzo a junio de 2005 al 2007 en San Felipe, Baja California
y Bahia de Kino, Sonora; procurando caracterizar el ciclo reproductivo anual (tabla IT).
Las muestras se obtuvieron de las capturas de pesca artesanal, las cuales hacen uso de redes
agalleras de fondo, con una luz de malla de 4, 8 y 9 pulgadas. La informacién obtenida se
complementé con los registros de los muestreos realizados mensualmente de marzo de 2003
a mayo de 2004 en San Felipe, B.C. y Puerto Penasco, Son. En este iltimo las muestras se
obtuvieron del barco comercial pesquero Escama BM-VI el cual opera desde éste puerto
hasta las grandes islas Tiburén y Angel de la Guarda que se ubican entre los 28.5° y 30°
de latitud.

Durante los muestreos en el campo los organismos de R. productus fueron identificados
segin McEachran y Notarbartolo di Sciara (1995), haciendo un diagnéstico de las carac-
teristicas internas y externas. De cada hembra se obtuvo la longitud total (LT en cm),

el peso (g) y se extrajo el aparato reproductor para su andlisis posterior en laboratorio.

11
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Tabla Il: Periodos anuales en que se recolecté Rhinobatos productus en las diferentes areas de
muestreo, Puerto Pefiasco (PP), San Felipe (SF) y Bahia de Kino (BK). Durante varios meses
sélo hay registro de presencia de huevos (PH) ya que no se pudo realizar un conteo. Longitud
total (LT) en cm.

Fecha Lugar No. de LT promedio No. de LT promedio No. de
hembras en hembras embriones en embriones huevos

Marzo 2003 PP 22 85.5 0 0 PH
Junio 2003 SF 6 88.9 20 14.5 0
Julio 2003 PP 58 76.2 0 0 PH

Agosto 2003 PP 22 81.5 0 0 PH
Sept 2003 PP 26 85.5 0 0 PH

Nov 2003 PP 28 88.5 0 0 PH

Enero 2004 PP 8 80.7 0 0 PH
Mayo 2004 SF 31 93.0 244 9.5 0
Mayo 2005 SF 25 91.0 88 4.16 0
Junio 2005 SF 27 96.8 301 15.7 0

Marzo 2006 BK 3 73.0 0 0 10
Abril 2006 SF 64 82.3 102 1.2 326
Abril 2006 BK 101 72.8 233 2.9 83
Mayo 2006 BK 10 74.4 42 10.1 0
Junio 2006 BK 31 79.3 153 15.5 0

Febrero 2007 BK 27 67.8 0 0 31

Marzo 2007 BK 11 65.4 0 0 6
Mayo 2007 SF 70 86.6 388 3.0 0
Mayo 2007 BK 75 70.2 472 .7 0
Junio 2007 BK 5 68.3 4 16.4 28

Total 650 2,047 484

Se realizé una disecciéon por medio de una incisién en la parte ventral del organismo, re-
moviendo higado, estémago e intestino. Las muestras se etiquetaron, se colocaron en bolsas
y cajas de plastico duro para evitar que las partes blandas se maltrataran, finalmente se

colocaron en hielo para su transporte.
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III.2. Procesamiento de muestras y analisis de datos

Se analiz6 el contenido de los tteros tomando en cuenta el estadio en que se encon-
traba el periodo de gestacion. Se realizéo un conteo del niimero de embriones o huevos
depositados en cada utero. Cuando habia solo presencia de huevos se determié el peso
total (W}); en el caso de los embriones se tomé la longitud total (LT), el peso total, peso
del saco vitelino (Ws,) y el peso del embrién (W,,,). Para la determinacién de la relacién
nutricional madre-embrién se utilizaron tteros completos (pareados) de los cuales se obtu-
vo el peso fresco; posteriormente se colocaron en bolsas herméticas para su congelacion y
andlisis en laboratorio. Para el muestreo de los embriones de la fase terminal del desarrollo
embrionario se realizé el mismo procedimiento, considerando el didmetro de los ovocitos

maduros presentes en los ovarios.

II1.2.1. Periodo de gestacion

Para determinar el periodo de gestacién se relacioné la longitud total de los embrio-
nes con respecto al mes en que se recolecté cada organismo y asi observar la variacion
estacional ontogénica de la especie. Se asigné un valor de 0.1 cm en las hembras que

contenian huevos fertilizados y que no se observaron embriones a simple vista (Walker,

2005).

I11.2.2. Crecimiento embrionario

Para determinar el crecimiento embrionario se midio la longitud total de los embriones
y se relaciond con las siguientes variables: peso de los embriones, peso del saco vitelino
externo y peso total (embrién més saco vitelino). Asi mismo, utilizando la longitud de

los embriones se determind la frecuencia de tallas en intervalos de 2 cm. Para obtener la
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relacién peso-longitud se utilizé la ecuacién (1) de Nielsen y Johnson (1985):

Wem = a(LTem)b7 (1)

en donde W, representa el peso de los embriones (en gramos), LT, es la longitud total
de los embriones en cm, a y b son constantes de la funcién, siendo b la constante de la
tasa de crecimiento. Los valores de la ecuacion se determinaron mediante el ajuste de una
regresién potencial. Una vez obtenidos estos datos, se realizé6 una prueba ¢t de Student
para determinar si el valor de b es significativamente diferente a tres y establecer si el
crecimiento de los embriones es isométrico, lo que significa que todas las partes del cuerpo
crecen en las mismas proporciones (Zar, 1999).

La proporcién del saco vitelino (Ps,) se determiné con la finalidad de observar como
cambia el peso del saco vitelino en funciéon del cambio del peso del embrién, para lo cual

se utilizé la ecuacién (2) de Walker (2005):

Psv == st/(Wem + st)) (2)

en donde W, es el peso del saco vitelino y W, representa el peso de los embriones. Para
estimar el nimero de ciclos reproductivos de cada hembra dependiendo de la longitud
total de éstas, se utiliz6 la ecuacién de edad y crecimiento (ec. 3) determinada para esta

especie por Downton Hoffman (2007):

LT =136.69(1 — eap *1060-(-083)) (3)

Una vez obtenido el nimero de ciclos reproductivos anuales, se clasificé a las hembras

en pequenas (1 a 2 ciclos), medianas (3 a 4 ciclos) y en grandes (5 a més ciclos). Con esta
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clasificacién se determiné la fecundidad, peso de huevos uterinos y la talla de nacimiento

de las crias en funcién de la talla materna.

I11.2.3. Uteros

Del total de las muestras analizadas, a 60 uteros se les determiné el niimero de pliegues,
la longitud valle-cresta (altura) de los pliegues y la distancia que habia entre éstos; se
consideraron distancias menores a 1 mm entre pliegues y las mayores de 2 mm. Para una
mejor interpretacion de los valores obtenidos se realizé un esquema en donde se observa la
tendencia de los pliegues con respecto al ancho de los 1teros, considerando sélo los meses
en que se lleva acabo el desarrollo embrionario.

Para el analisis histologico se utilizaron tteros de hembras con diferentes tallas, con el
fin de representar todos los estadios del desarrollo embrionario desde la fase inicial hasta
la terminal. Los uteros vacios fueron preservados en formaldehido al 10 %.

Se realizaron cortes transversales de 1 cm?® de las partes anterior, media y posterior de
los 1teros, las cuales se lavaron con agua corriente durante 12 horas para eliminar el exceso
de fijador. Las muestras se procesaron en el deshidratador de tejidos LEICA TP1040 du-
rante 24 horas (tabla III). Posteriormente las muestras se incluyeron en parafina utilizando
el inclusor LEICA EG1160, dando como resultado un bloque de parafina con el tejido en
su interior. De cada bloque se obtuvieron, con un microtomo, cortes de 5 ym de grosor.
Estos cortes fueron extendidos en bano maria a 40°C, se colocaron en un portaobjetos y
se prepararon para la desparafinacién (tabla IV). Para el proceso de tincién se utilizé la
técnica hematoxilina-eosina floxina (tabla V). Las laminillas tenidas fueron montadas con
resina para su analisis posterior.

Con el propdsito de observar los cambios presentes en la pared de los iteros durante
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el desarrollo embrionario, se hicieron observaciones en los cortes histolégicos con un mi-

croscépio estereoscépico; utilizando una camara LEICA DC180 se fotografiaron los ejem-

plares més representativos de cada estadio.

Tabla Ill: Método de deshidratacién de tejidos en procesador Leica TP 1040.

Orden

Reactivo Tiempo (h)

© 00 1O Ui Wi

—_ =
i)

Alcohol al 70 %
Alcohol al 96 % 1
Alcohol al 96 % 11
Alcohol al 100 % I
Alcohol al 100 % II
Alcohol-Benceno
Benceno 1

Benceno 11
Parafina-Benceno

Parafina [
Parafina I1

1

DO DD DN N

Tabla IV: Proceso de desparafinacién de tejidos.

Orden

Reactivo Tiempo (Min)

1

O 1 O O = W N

Xileno 100 % 1
Xileno 100 % 11
Xileno 100 % III
Alcohol 100 % I
Alcohol 100 % II
Alcohol 96 %
Alcohol 10 %
Agua destilada

DN DN NN
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Tabla V: Técnica de tincion Hematoxina-Eosina Floxina.

Orden Reactivo Tiempo
1 Hematoxina 5 min
2 Agua destilada 15s
3 Alcohol &cido 10 s
4 Carbonato de litio 2 min
5 Agua corriente 15s
6 Agua destilada 15s
7 Alcohol etilico 95% 1.5 min
8 Eosina-Floxina 2 min
9 Alcohol 96 % 1 15 s
10 Alcohol 96 % 11 15 s
11 Alcohol 100 % 1 15 s
12 Alcohol 100 % II 15 s
13 Alcohol 50 % + Xileno 50 % 2 min
14 Xileno 100 % 2 min
15 Xileno 100 % 5 min

I11.2.4. Relacion nutricional madre-embrion

Para establecer la incidencia de la madre en la alimentacién de los embriones durante
el periodo de gestacién, se determiné el peso seco de los huevos fecundados y el de los
embriones con el saco vitelino externo absorbido en su totalidad. Para determinar el valor
estandar del porcentaje del contenido de agua, las muestras se descongelaron a temperatura
ambiente; del contenido de cada titero se determiné el peso hiimedo promedio, se colocaron
los huevos uterinos en crisoles de porcelana y fueron secados en una estufa a 60°C hasta
que el peso se mantuvo constante de 15 a 20 dfas (Capapé et al., 1990). En el caso de los
embriones se utilizé el mismo procedimiento, colocando un embrién en cada crisol.

La incidencia de la madre en los embriones se estimé utilizando las ecuaciones (4) y

(5) de Capapé et al. (1990):

Contenido de agua = W), — Wi, (4)
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tenido d
% de agua — con emmc;h € agua 100, (5)

en donde W}, es el peso humedo de la muestra y W el peso seco. Esté andlisis se realizé in-
dependientemente para huevos fertilizados y embriones de la fase terminal. El porcentaje
estandar obtenido se aplico al resto de la base de datos para estimar el peso seco prome-
dio de huevos y embriones. Por tltimo se obtuvo la tendencia de la materia organica por
medio de la proporcién del peso seco durante el desarrollo embrionario la cual se obtuvo

aplicando la ecuacién (6):

XWem
XWSC '

(6)

Proporcion del peso seco =

en donde XW.,, es el peso seco promedio de los embriones de la fase terminal del desarrollo

embrionario y XWj. es el peso seco promedio de los huevos uterinos.



IV

Resultados

IV.1. Frecuencia de tallas en embriones

Durante los muestreos realizados en la pesca comercial durante el periodo de abril a
junio de los diferentes anos, se realizaron observaciones morfolégicas en una muestra de
2,047 embriones y un total de 484 huevos fecundados (19 % de la muestra) correspondien-
tes a 650 hembras. Los embriones presentaron un intervalo de tallas de 0.7 a 19.2 cm LT,
con una media de 8.1 cm LT, en los cuales las tallas con mayor frecuencia se ubicaron
en los intervalos de 2 a 4 cm representando el 21 % (figura 2). En el intervalo de 18 a
20 cm LT se registraron 33 organismos (1 %) siendo la talla maxima de 19.2 cm LT. Del
total de embriones observados 1,143 se colectaron en el Alto Golfo y 904 en Bahia de Kino

(tabla IT).

19
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Figura 2: Frecuencia y porcentaje de tallas de todos los embriones recolectados durante los
diferentes afos de muestreo.

IV.2. Periodo de gestacién

Los datos fueron agrupados por mes para facilitar su interpretacién. Considerando
ciclos anuales de enero a diciembre, durante el periodo de agosto del primer ano a marzo
del siguiente, las hembras solo presentaron huevos en los tteros; los embriones empezaron
a ser visibles a mediados de abril hasta los dltimos dias de junio (figura 3). El rango de
tallas durante el mes de abril llegd a 4.6 cm LT (x=2.4£1), en mayo de 0.9 a 15.9 cm LT
(x=6.843.5) y en junio fue de 12 a 19.2 em LT (x=15.6£1.6), con diferencias mensuales
que fueron estadisticamente significativas (F=536.1; df=11,2160; p<0.001). Durante el mes
de mayo se registré el mayor nimero de especimenes recolectados debido a la abundancia

de la especie en las zonas de pesca.
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Figura 3: Periodo de gestaciéon. Registro de 368 hembras con embriones y 282 hembras con
presencia de huevos uterinos. En esta especie el periodo de gestacidén dura aproximadamente
12 meses.

Al hacer un anélisis quincenal de las longitudes totales registradas (figura 4) se ob-
servo que el crecimiento de los embriones fue acelerado de abril a junio, con diferencias
significativas entre las tallas (F=2478.9; df=6,2121; p<0.001). A finales del mes de marzo
aun no habia registro de embriones al igual que durante la primer quincena de abril (marzo
[ y abril I), sélo huevos depositados en los uteros. En la segunda quincena (abril II) se
registré una talla media de 2.1 cm LT y aun habia presencia de huevos en menor cantidad.
En el mes de mayo las tallas variaron de 4.2 a 9.6 cm LT por quincena. En cambio, durante
el mes de junio los embriones presentaron una longitud media de 15.6 cm sin haber dife-
rencias significativas entre las tallas registradas en la primer y segunda quincena (junio I
y II) (t=0.62; df=471; p> 0.05). El resto del las quincenas (julio I a abril I) se observaron

huevos uterinos sin embriones.
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Figura 4: Crecimiento quincenal durante todo el periodo de gestacion.

Al obtener el porcentaje de frecuencia de los estadios del desarrollo embrionario por
quincenas (ver texto pag. 27) se observé que durante las quincenas de junio I de un ano
a abril I del siguiente ano el estadio 1 representé el 100 % (figura 5). En las quincenas de
abril I y mayo I el estadio 2 representa el 88.2 y 95.5 % respectivamente aunque las medias
quincenales presentaron diferencias estadisticamente significativas (p<0.001); esto se debe
a que los estadios son con base en las caracteristicas externas de los embriones y no con su
longitud total. Durante mayo II se observaron embriones del estadio 2 con 13 %, el estadio
3 con el 40 % y en mayor abundancia el estadio 4 el cual representé el 46 %, sin presencia de
huevos uterinos ni embriones de la fase terminal. En la pentltima quincena del desarrollo
se presentaron los primeros embriones del estadio 5 (junio I) con una frecuencia de 5.9 %
y la mayor abundancia estuvo representada por el estadio 4 (94.1 %). Durante junio II, el
estadio 1 presento un 8.4 %, el estadio 5 un 12% y el estadio 4 un 79.5 %, por lo que hay

indicios de hembras recién ovuladas y posibles alumbramientos.
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Figura 5: Porcentajes de frecuencia de los estadios por quincena durante todo el periodo de
gestacion.

IV.3. Crecimiento embrionario

En la relacion peso-longitud el peso se incrementé exponencialmente conforme au-
menté la longitud; el modelo potencial explicd una varianza de 98.98% y el valor de la
pendiente fue de b = 3.05 (figura 6), que estadisticamente no es diferente de tres (t=1.96;
df=1,633; p<0.05) por lo que esta especie presenté un crecimiento isométrico, esto es, que
la longitud y el peso aumentaron proporcionalmente.

Durante el desarrollo embrionario el Saco Vitelino Externo (SVE) disminuyé conforme
crecieron los embriones (figura 7). En crias con tallas similares existié una variacién en
el peso de los SVE y ésta se mantuvo hasta que el saco vitelino fue consumido en su
totalidad. La correlacion entre estas variables tiende a ser negativa (r = —0.57) dado que
el peso del SVE disminuye conforme aumenta la longitud de los embriones. En un total

de 1,305 embriones en que se registrd el peso del SVE, el maximo valor obtenido fue de
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Figura 6: Relacién peso-longitud en embriones de Rhinobatos productus del centro y alto Golfo
de California.

15.14 g, correspondiente a un embrion de 3.5 cm LT, en una hembra de 88 cm LT.

Al incrementar la longitud total de los embriones el peso total (peso embrién més peso
del saco vitelino) aumenté manteniendo una variacién constante en los diferentes estadios
(figura 8); cuando los embriones alcanzaron una talla aproximadamente de 12 cm LT, el
crecimiento se acelerd al igual que el peso total.

Para explicar las diferencias en el peso de los sacos vitelinos y las tallas de nacimiento de
los embriones (figuras 7y 8), se estimaron la fecundidad, el peso de huevos fertilizados y la
talla de nacimiento de las crias con respecto a la talla materna; las hembras se clasificaron
con base en el nimero de ciclos reproductivos anuales: las hembras pequenas tuvieron de
uno a dos ciclos, las medianas de tres a cuatro ciclos y las grandes de cinco a mas (tabla VI).
Las hembras pequenas con longitudes de 58 a 80 cm LT tuvieron de 1 a 11 crias en cada
ciclo reproductivo (X =4.442.3), con una longitud total en promedio de 16.9 cm (£0.6).

Las hembras medianas con tallas entre 81 y 97 cm LT tuvieron de 2 a 14 crias en cada
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Figura 7: Peso del saco vitelino con respecto a la longitud total de los embriones.
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Figura 8: Peso total del saco vitelino externo mas el peso del embrién con respecto a la longitud
total de los embriones.
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ciclo reproductivo (x =7.6£3) la talla de nacimiento de los embriones en promedio fue
de 17.4 cm (£1). En cambio, las hembras grandes con longitudes mayores a los 98 cm
LT tuvieron camadas de 5 a 30 crias (X =14.445.2) con una longitud media de 17.9 cm
LT (£0.3). En general se puede observar que dependiendo de la talla materna, existié un
incremento en el peso de los huevos fertilizados, el nimero de crias por hembra y la longitud
que alcanzaron los embriones antes de su nacimiento, con diferencias estadisticamente
significativas entre las medias de cada variable (p<0.001).

Tabla VI: Fecundidad, peso de huevos uterinos y talla de nacimiento de los embriones en funcién

de la longitud total de las hembras. n es el nimero total de observaciones para cada grupo de
hembras.

Hembras  Hembras Hembras
pequenas  medianas grandes

LT hembras (cm) 58 - 80 81 -97 98 - 115

Fecundidad 1-11 2-14 5-30
x=4sd 4.442.3 7.6+3 14.44-5.2
n hembras 158 123 32

Peso huevos 3.43-13.4 5.1-188 9.87-16.75
uterinos (g)

X+tsd 8.5+1.9 10.6£1.7 11.9£1.6

n huevos 156 189 133

LT nacimiento 15.9-18.6 15.2-19.2 175-184
embriones (cm)

X+sd 16.91+0.6 17.4+£1 17.9+0.3

n embriones 14 29 23

Durante el desarrollo embrionario el SVE fue consumido en su totalidad por lo que
al determinar su proporcionalidad con respecto al peso y longitud de los embriones se
observo una relacién inversa al crecimiento embrionario (figura 9). Desde que inicié el

periodo de gestacién hasta que los embriones alcanzaron una talla aproximadamente de
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12 ecm LT el SVE representé mas del 50 % del peso total, conforme el embrién aumenté su
longitud el SVE disminuyé drasticamente hasta ser consumido en su totalidad, y pas6 de

ser SVE a ser Saco Vitelino Interno (SVI).
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Figura 9: La proporcién del saco vitelino disminuye con el incremento de la longitud total de
los embriones.

El crecimiento embrionario puede ser diferenciado en cinco estadios principales:

Estadio A.- Los huevos fecundados estuvieron depositados una sola capsula color verde
ambar sin compartimentos internos (figura 10a).

Estadio B.- Los embriones atun se encontraron dentro de la capsula uterina. En esta eta-
pa los embriones tuvieron el cuerpo comprimido lateralmente y fueron transparentes. Las
hendiduras branquiales presentaron una posicién lateral, con filamentos externos pequenos
con longitudes de 0.2 a 0.3 cm (figura 10b). Todas las aletas estuvieron desarrolladas, ex-
cepto las pectorares las cuales crecieron en proporciones pequenas en comparacion con los
adultos y se extendieron alrededor de las hendiduras branquiales. El saco vitelino repre-

sentd el 96 % del peso total.
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Estadio C.- Los embriones contaron con un gran parecido a los adultos y han roto la
capsula, en algunas ocasiones sélo hubo restos de ésta. Aun presentaron una coloracion
roja clara con 2 a 8 puntos pigmentados de color café en el dorso. Las aletas pectorales se
han fusionado completamente a la regién branquial y a la cabeza. Los ojos presentaron un
circulo negro externo con el centro transparente y se han colocado en la parte dorsal de la
cabeza (figura 10c). Las hendiduras branquiales tomaron una posicién latero-ventral, los
filamentos branquiales ain fueron externos y abundantes con una longitud de 0.8 a 1 cm.

Estadio D.- Los embriones se han formado en su totalidad y no hay presencia de
filamentos branquiales, fueron idénticos a los adultos excepto por el saco vitelino externo,
el cual represent6 menos del 40 % del peso total (figura 10d). La coloracién se torné café en
todo el dorso con pigmentos blancos y algunos mas oscuros.

Estadio E.- El saco vitelino a sido absorbido en su totalidad y pasa de ser externo a

interno. En algunas ocasiones se observé el saco vitelino externo vacio (figura 10e).

IV.4. Uteros

El tracto urogenital femenino esta compuesto por: los ovarios, localizados en la parte
anterior del aparato reproductor; el drgano epigonal, que sirve como sostén de los ovarios
y forma células sanguineas; el ostium, que esta encargado de recibir los évulos del ovario,
canalizandolos por los oviductos hacia la glindula oviducal, la cual tiene una forma de
nudo o corazon con protuberancias en forma de cuernos laterales (Hamlett y Koob, 1999).
Rhinobatos productus tiene dos wteros funcionales, en los cuales se lleva a cabo el desarrollo
embrionario; la vagina conecta los tteros y la cloaca, que es la abertura rectal situada en

la parte posterior ventral del organismo (figura 11).
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Figura 10: Comparacién entre los cinco estadios del crecimiento embrionario. a.- Capsula ute-
rina con cuatro huevos fecundados. b.- Embrién con hendiduras branquiales laterales y cordén
umbilical que se adhiere al saco vitelino. c.- Embrién con gran parecido a los adultos, todavia
con branquias externas y saco vitelino. d.- Embridn sin branquias externas y saco vitelino ex-
terno con menos del 40% del peso total. e.- Embridn sin saco vitelino externo, coloracién
completa listo para su nacimiento.
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Figura 11: Tracto urogenital en hembras de Rhinobatos productus. Modificado de Wenbin y
Shuyuan, 1993.

Durante el periodo de gestacion los tteros las paredes uterinas presentan diferentes
cambios. Al inicio de la gestacion todos los huevos fertilizados son depositados en una
capsula en forma de bolsa, de textura blanda, lisa, delgada y color verde ambar la cual es
secretada por la glandula oviducal antes de la ovulacion y se forma completamente una vez
que termina éste proceso (figura 10a). En ningun estadio del desarrollo embrionario hubo
presencia de compartimentos uterinos o membranas que separan a los huevos o embriones.
Durante los meses en que se presenté la diapausa embrionaria (agosto a abril) los huevos
uterinos permanecieron dentro de la capsula hasta que los embriones iniciaron el desarrollo
embrionario y contaban con una longitud de 3 a 4 cm LT, durante el resto del desarrollo
se observaron restos de ésta dentro de los titeros hasta antes del alumbramiento.

Para una mejor interpretacion de la presencia de pliegues en las paredes uterinas se

clasificaron las hembras sexualmente maduras en tres grupos principales. Grupo A, hem-
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bras menores a los 60 cm LT consideradas por lo general inmaduras, ya que no habian
tenido actividad en los tteros pero si en los ovarios (menos de 5 ovocitos por ovario); grupo
B, hembras menores de 65 cm LT que tuvieron el primer o segundo ciclo reproductivo;
grupo C, hembras mayores a 65 cm LT que habian tenido mas de dos ciclos reproductivos
y con fecundidad de 6 a 30 crias.

Los uteros de las hembras del grupo A eran pequenos con un ancho promedio de 1.4 cm
y los oviductos estaban indiferenciados. En el grupo B los tteros eran pequenos con un
grosor en la pared del itero menor a 0.5 cm y tenian en promedio de 39 a 41 pliegues
longitudinales, y una distancia entre pliegues mayor a 0.1 cm (figura 12). Las hembras del
grupo C| que habian presentado mas de un ciclo reproductivo, al principio del desarro-
llo embrionario presentaron las paredes de los uteros gruesas con pliegues longitudinales
bien diferenciados con menos de 0.1 cm de distancia entre pliegues; conforme avanzoé el
crecimiento de los embriones las paredes uterinas se expandieron, fueron més delgadas y
presentaron vascularizaciones, un promedio de 30 pliegues (£8.3) y una distancia maxima
entre pliegues de 0.8 cm. Al incrementar el niimero de ciclos reproductivos en el organismo,
los 1teros aumentaron en longitud y las paredes se hicieron delgadas, transparentes y la
longitud valle-cresta de los pliegues disminuyo a menos de 0.1 ¢m de longitud.

En la figura 13 se muestra un esquema que ilustra como fue la tendencia de la distancia
entre pliegues con respecto al ancho de los tteros, considerando sélo a las hembras del
grupo C' y los meses en que duro el desarrollo embrionario. Antes de que iniciara el
crecimiento embrionario (marzo) el ttero se encontraba contraido por lo que la distancia
entre pliegues fue menor a 0.1 cm, y los pliegues alcanzaron una longitud valle-cresta de
0.4 cm . Una vez que inici6 el crecimiento de los embriones (abril) la pared del ttero

se expandi6 gradualmente iniciando por la cara ventral, por lo que la distancia entre los
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Figura 12: Pliegues longitudinales en Utero de hembra con uno o dos ciclos reproductivos.

pliegues varié de 0.1 a 0.5 c¢m, al mismo tiempo que disminuyo la longitud valle-cresta
de los pliegues a 0.2 cm en promedio. Cuando los embriones alcanzaron una longitud de
8 a 11 cm, durante la segunda quincena de mayo, el utero se podia diferenciar en parte
dorsal y parte ventral. La parte dorsal presenté una acumulaciéon de pliegues anchos y
con distancia menor a 0.1 cm entre pliegue y pliegue. En cambio en la cara ventral la
pared era delgada, transparente y con pliegues muy pequenos (longitud cresta-valle menor
0.1 ¢cm) con una distancia intermedia de 0.5 a 0.6 cm entre pliegues. Al final del periodo
de gestacién, cuando los embriones alcanzaron una longitud promedio de 16 a 17 cm, los
uteros presentaron pliegues con longitudes cresta-valle menores a 0.1 cm y una distancia
intermedia de 0.7 a 0.9 cm, estas estructuras presentaron caracteristicas uniformes entre

la parte ventral y la dorsal.
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Figura 13: Esquema para explicar la distancia entre pliegues con respecto al ancho de los dteros
durante el desarrollo embrionario en hembras que cuentan con mds de un parto.

IV.4.1. Observaciones microscopicas

Se realizaron observaciones en un total de 27 muestras histologicas correspondientes
a la pared uterina. Considerando que los cambios son mas evidentes al inicio y final del
desarrollo embrionario, se utilizaron estos dos estadios para hacer una comparacion de las
caracteristicas que presentan las paredes uterinas.

En general las paredes de los titeros estdn compuestas en la superficie interna por epite-
lio de transicién, tejido conectivo, tejido muscular liso y vasos sanguineos (figura 14a). El
epitelio de revestimiento es ciibico simple. Todas las hembras gravidas presentaron pliegues
longitudinales lineales compuestos por tejido conectivo vascularizado colocado entre dos
capas de epitelio. En la base de estos pliegues se encontraron pequenas criptas, que au-
mentaron la superficie de la pared de los tteros. Estas criptas fueron abundantes al inicio
del desarrollo embrionario con tendencia a disminuir o desaparecer conforme avanzaron los
estadios del desarrollo. En todo el epitelio de la cavidad interna hubo presencia de glandu-

las alveolares activas secretoras de mucus, las cuales fueron mas abundantes al inicio del
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desarrollo embrionario (figura 14b).

El tejido conectivo estd compuesto por fibroblastos (células) que secretan fibrillas y
que estructuran las haces de fibras de colageno. En hembras que contaron con mas de
un ciclo reproductivo, durante los primeros estadios del desarrollo el tejido conectivo fue
denso irregular (figura 15a). Conforme avanzé el desarrollo embrionario se incrementé la
tension sobre las paredes uterinas por lo que los haces de fibras de coldgeno adoptaron
una posicién paralela ordenada, permitiendo que las paredes de los tteros se dilataran en

su méxima capacidad hasta el final del periodo de gestacién (figura 15b).

Figura 14: Pared uterina al inicio del desarrollo embrionario en una hembra de 81 cm LT,
con dos o tres ciclos reproductivos. a.- Estructuras: Epitelio (E), pliegues longitudinales (PL),
criptas basales (C), tejido conectivo (TC), vasos sanguineos con presencia de eritrocitos (VS)
y secreciones mucosas (M) 400X. b.- Utero relajado; formacién de criptas (C) en la base de los
pliegues longitudinales (PL), en su epitelio (E) se forman gldndulas secretoras (GS) de mucus
4,000X.
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Figura 15: Cambios en las estructuras de las paredes uterinas en hembras que han tenido
mds de dos ciclos reproductivos. a.- Hembra de 83 cm LT con embriones de 2.8 cm LT en
promedio (£0.05) con 2 6 3 ciclos reproductivos. Presencia de abundantes vasos sanguineos
con eritrocitos (VS) en la base de los pliegues longitudinales, tejido conectivo con fibroblastos
(F) y fibras de coldgeno (FC), epitelio de transicién (E) multicelular 4,000X. b.- Hembra de 89
cm LT con embriones de 1 cm LT (£ 0.18) y de 3 a 4 ciclos reproductivos. Tejido conectivo con
fibroblastos (F) y haces de fibras de coldgeno (FC), caracteristica del estado dilatado de este
tejido. Transformacion de epitelio de transicién a simple (ES). Presencia de células secretoras
de mucus (CM) 4,000X.

IV.5. Relacion nutricional madre-embrion

Para determinar el porcentaje estandar del contenido de agua en huevos y embrio-
nes de R. productus, se utilizaron un total de 16 huevos provenientes de 8 tuteros y 4
embriones de la fase terminal (tablas VII y VIII). Los porcentajes del contenido de agua
determinados para huevos y embriones fue del 48.6 % y 80.75 % respectivamente. Estos
estandares se aplicaron a una base de datos con un registro de 328 huevos fertilizados los
cuales presentaron una variacién en los pesos frescos de 3.53 a 18.78 g (media 9.6 g+2).
En el caso de los embriones se utilizé un registro de 52 muestras con una variacién en el

peso fresco de 17.7 a 26.97 g (media 21.5 g+3.04). Con base en estos valores, la media
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del peso seco en huevos fue de 4.94 g y en embriones fue de 4.13 g, por lo que hubo una
pérdida en el peso del 16.3%. La proporcién de la materia orgdnica de huevo a embrién
es de 0.84. Considerando que en especies matotréficas debe haber una ganancia en el peso
seco del orden de 20 %, una proporcion del peso seco mayor a 10; los resultados obtenidos

en este trabajo sugieren que el pez guitarra R. productus es una especie lecitotrofica.

Tabla VII: Valores del contenido de agua en huevos fecundados

LT hembra No de Peso Peso  Contenido
cm huevos himedo (g) seco (g) agua %
61.0 2 17.63 9.24 47.6
61.0 2 16.45 8.48 48.4
62.5 2 16.16 8.16 49.5
63.2 1 6.14 3.06 50.2
63.2 3 18.66 9.46 49.3
65.0 3 21.90 11.56 47.0
74.0 3 22.52 11.51 48.9
74.0 3 33.03 17.17 48.0

Tabla VIII: Contenido de agua en cuatro embriones en fase terminal del periodo de gestacién,
obtenidos de una hembra de 68.3 cm LT.

Lt de Peso Peso  Contenido
embriones (cm) hiumedo (g) seco (g) agua %
15.9 14.04 2.68 80.95
16.5 16.34 3.16 80.65
16.6 16.53 3.20 80.65

16.8 15.84 3.05 80.75




vV

Discusion

El pez guitarra, Rhinobatos productus, cuenta con amplia distribucién. Dado que es
una especie benténica, la mayor parte del ano se encuentra en aguas profundas y en
periodos de reproduccién migra hacia cuerpos de agua someros como bahias y esteros.
Las embarcaciones de mediana altura capturan a esta especie durante los meses de julio a
marzo y las de pesca artesanal la capturan de febrero a junio, por lo que la poblacién del
Golfo de California esté todo el ano bajo presién de pesca (Romo Curiel, 2004).

Durante los muestreos realizados en las diferentes dareas de estudio cubriendo todo
el ano, las hembras observadas presentaron diferentes estadios del periodo de gestacion,
excepto los organismos con tallas menores a los 57 cm LT, los cuales se consideraron como
inmaduros, conforme a Romo Curiel (2004) quien determié una maduracién entre 58 y
71 cm LT para las hembras en el alto Golfo de California.

Con base en las observaciones realizadas en el presente estudio se puede determinar que
la gestacion en R. productus dura aproximadamente 12 meses. En los primeros 9 meses hay
una diapausa embrionaria (letargo en el crecimiento embrionario) y en los siguientes tres

meses se realiza el desarrollo embrionario. Villavicencio Garayzar (1993), Génzalez Garcia

37
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(1998) y Downton Hoffman (2007) coinciden con esta diapausa, donde ellos estimaron un
periodo de letargo de 8 a 8.5 meses (agosto-abril) y un desarrollo embrionario de 3 meses
(mayo-julio) en la poblacién de Bahia Almejas y Laguna San Ignacio, Baja California Sur.
Maérquez Farfas (2007) estimé un tiempo de 11 a 12 meses de gestacién en las costa este
del Golfo de California, sin especificar en el tiempo de duracién del desarrollo embrionario.
En Rhinobatos horkelii, Lessa et al. (1986) determinaron que el periodo de gestacion se
divide en dos fases: en la primera los ovocitos depositados en los tteros no se desarrollan
durante 8 meses (abril a noviembre), sin presencia de embriones (diapausa embrionaria);
y en la segunda se lleva acabo el desarrollo embrionario, con una duaraciéon de 3 meses
(diciembre a febrero). De igual manera White et al. (2002) determinaron una diapausa de
5 meses (julio a noviembre) en Trygonoptera personata donde los embriones mantienen
una misma talla, y el crecimiento es acelerado durante los siguientes 5 meses de gestacion
(diciembre a abril).

Al hacer un analisis quincenal de las tallas embrionarias, durante el mes de junio no
hubo un crecimiento promedio significativo entre las medias de junio I y junio I. Esto
podria atribuirse a que el estadio 4 fué el mas abundante en las dos quincenas, con una
frecuencia del 94.1 y 79.5 % respectivamente (figura 5) y el estadio 5 s6lo en 10 %; ésto
nos indica que la mayoria de los embriones estarian listos para su nacimiento a finales del
mes de junio, aunque probablemente algunos ya habian nacido por lo que el estadio 5 no
era el mas abundante, cabe destacar que la presencia del estadio 1 durante esta quincena
nos indica que ya hay hembras que estuvieron en el proceso de la ovulacién.

Los meses de apareamiento y expulsion de embriones obtenidos por Villavicencio
Garayzar (1993), Génzalez Garcia (1998) y Downton Hoffman (2007) se encuentran des-

fasados por un mes, en relacion a las encontradas en el presente trabajo, ya que en el Golfo
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de California los embriones empezaron a ser visibles durante la segunda quincena de abril
y nacieron a finales del mes de junio; en el caso de la Laguna San Ignacio y Bahia Almejas
el desarrollo embrionario se lleva acabo de mayo a julio-agosto. Esto podria deberse a
los ciclos de temperaturas que presentan las zonas de estudio, ya que Bahia Almejas y
Laguna San Ignacio son banadas por las aguas del Pacifico que presentan temperaturas
bajas, comparadas a las que se encuentran dentro del Golfo de California las cuales son
mas elevadas incluyendo las zonas someras de Bahia de Kino y el Alto Golfo de California.

En los tres meses en que se lleva acabo el desarrollo embrionario el incremento del peso
se relaciona directamente con la longitud total. Para este analisis se incluyeron los embrio-
nes que habian sido expulsados durante el manejo de los adultos en las embarcaciones de
pesca. Al estimar la curva de crecimiento para los embriones de R. productus ésta sugiere
que el crecimiento es isométrico (b = 3.045), lo cual significa que la longitud total y el
peso de los organismos se incrementan en las mismas proporciones. Este mismo crecimiento
se observa después del nacimiento en juveniles y adultos para ambos sexos de la misma
especie con valores de b = 3.04 en el alto Golfo de California (Romo Curiel, 2004), en Bahia
Magdalena los valores son de b = 3.16 y b = 2.99 para machos y hembras respectivamente,
sin encontrar diferencias significativas entre sexos (Downton Hoffman, 2007). Este mismo
crecimiento se observa en otras especies del mismo género, como Zapteriz brevirostris
(Da Silva, 1987) y R. horkelii (Lessa, 1982), asi como en otros elasmobranquios.

Desde que inicia el desarrollo de los embriones éstos se alimentan del saco vitelino
externo al que estan unidos por medio del cordéon umbilical compuesto por arterias, venas
y ductos vitelointestinales ciliados. Estos tltimos transportan el vitelo al canal alimenticio
o intestino del embrién el cual es digerido en el complejo sincitio endordemo (Hamlett y

Hisell, 1998).
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Cuando los embriones aumentan en talla, el peso y didmetro del saco vitelino externo
disminuye hasta ser consumido en su totalidad. En embriones con tallas similares existe
una variacion en el peso del vitelo, diferencias que son atribuidas directamente a la talla
materna y al nimero de ciclos reproductivos que han tenido, ya que en hembras que
presentan su primer ciclo los titeros son pequenos por lo que fecundan de uno a tres
huevos por utero, con didmetros menores a los 2 cm y un peso promedio de 3 g (tabla VI).
De acuerdo con Conrath (2004) el nimero de embriones por hembra es dependiente de la
talla materna en diversas especies, tanto en tiburones como en rayas, por lo que conforme
aumenta la longitud total y la capacidad de la cavidad ventral de la hembra resulta un
espacio mayor para almacenar mas crias. Esta variacion en la fecundidad se observa en
varias especies del mismo género, tal es el caso de R. horkelii (Lessa et al., 1986), R.
hynnicephalus (Wenbin y Shuyuan, 1993), R. cemiculus (Capapé y Zaouali, 1994), R.
rhinobatos (Adbel-Aziz et al., 1993), Aptychostrema rostrata (Kyne y Bennett, 2002) y
Zapteriz exasperata (Villavicencio Garayzar, 1995) las cuales presentan fecundidades de 1
a 25 embriones.

Durante los primeros estadios del desarrollo embrionario de R. productus el peso total
del saco vitelino y el embrion se mantiene constante hasta que éstos ultimos alcanzan
longitudes mayores a los 12 cm, cuando el saco vitelino representa menos del 50 % del
peso total (figura 9). De acuerdo con Ranzi (1932) y Mellinger y Wrisez (1989) hay un
incremento significativo en el contenido de agua durante el desarrollo; el primer autor
estimé en total 48 % de agua en huevos fecundados y 83 % en embriones listos para nacer.
En cambio para Scyliorhinus canicula las cantidades de agua variaron de 50 % y 75 %
(Mellinger y Wrisez, 1989). En el presente estudio se estimaron valores de 48.6 % de agua

en huevos uterinos y de 80.75 % en embriones, los cuales se asemejan a los valores estimados
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por Ranzi (1932); este incremento en el peso se observa claramente en la figura 8.

Considerando las tallas en que los embriones han consumido el saco vitelino en su
totalidad y las tallas maximas registradas podemos estimar una talla de nacimiento a partir
de los 16 cm LT en hembras pequenas (58 a 80 cm de LT) y una talla méxima de 19.2 cm
en hembras mayores a los 81 cm LT. Con respecto a las tallas de nacimiento registradas en
estudios anteriores para esta misma especie, Timmons y Bray (1997) estimaron una talla
méxima de nacimiento de 23 cm LT, Villavicencio Garayzar (1993) y Downton Hoffman
(2007) plantean una talla de nacimiento entre 20 y 24 cm LT para la Laguna de San
Ignacio y Bahia Almejas, en tanto que Marquez Farfas (2007) estimé una talla de 17.5 cm
LT para la costa este del Golfo de California.

El que los embriones nazcan con tallas pequenas es el reflejo de la ovulaciéon de huevos
pequenos en hembras menores a los 70 cm LT y por lo general las hembras que han
presentado méas de un parto ovulan ovocitos grandes, por lo que los embriones alcanzan
tallas mayores antes de su nacimiento ya que cuentan con el alimento que les provee
mayor energia para alcanzar tallas cercanas a los 20 cm LT (figura 9). Read (1968) en-
contrd este mismo patrén en Raja binoculata, especie ovipara, senala que la talla final de
los embriones depende completamente del volumen inicial del saco vitelino. Por lo tanto,
la diferencia entre las tallas de nacimiento estimadas por Timmons y Bray (1997), Villa-
vicencio Garayzar (1993) y Downton Hoffman (2007) con respecto a la obtenida en este
trabajo podria deberse a la diferencia en tallas de las hembras registradas; ya que sus
muestras estuvieron representadas principalmente por hembras mayores a los 90 cm LT.
En cambio Mérquez Farias (2007) estimé6 una talla de 17.5 cm LT, la cual es igual a la
media obtenida en este trabajo debido principalmente a que se utilizé el mismo intervalo

de tallas.
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Cabe destacar que las hembras registradas con tallas mayores a un metro de LT fueron
recolectadas en la zona de pesca de San Felipe, la cual se encuentra ubicada a un costado
de la zona de amortiguamiento de la Reserva de la Bidsfera del Alto Golfo de California
y Delta del Rio Colorado, que bésicamente provee proteccion a la especie de las artes
de pesca y esto posiblemente le permite a los adultos alcanzar tallas grandes; gracias a
ésto las hembras pueden producir un nimero mayor de crias (de 15 a 30) con tallas de
nacimiento superiores a los 17 cm LT.

Los titeros tienen un papel muy importante durante el desarrollo embrionario. Indepen-
dientemente de la proteccion que proporcionan a los embriones, éstos regulan el ambiente
intrauterino, proveen de nutrientes a las crias por largos periodos asi como de oxigeno
para las demandas respiratorias anabdlicas; regulan la eliminacién de los desechos de los
embriones, y llevan acabo la osmoregulacion y la transferencia inmunolédgica de la madre a
los embriones. El grado con que se realizan estas actividades dentro de los tteros depende
completamente del modo de reproduccién (Koob y Hamlett, 1998).

De acuerdo con Hamlett et al. (2005) los tteros de las especies viviparas lecitotroficas
cuentan con caracteristicas muy particulares: incremento en la vascularizacién, el desarrollo
de pliegues longitudinales o vellosidades que incrementan el area superficial de intercambio
respiratorio, una superficie epitelial delgada con una a dos células de grosor y cuentan
con uteros especializados para el intercambio respiratorio y la osmoregulacién, pero no
necesariamente para proveer nutrientes a los embriones.

Durante el desarrollo embrionario de R. productus los uteros pasan por diferentes fases
dependiendo de la talla y madurez de la hembra. En el caso de las hembras inmaduras
(grupo A) los tteros son pequenos con un ancho promedio de 1.4 cm, después de la

ovulacién (grupo B) la pared se expande y los huevos depositados se encuentran muy



43

ajustados, por lo que al manipular los organismos durante el proceso de captura, en la
pesca, es muy comun que expulsen los embriones o el saco vitelino. Las hembras maduras
(grupo C') presentan las paredes de los 1teros expandidas y una cavidad ventral mayor;
en el caso de los ovarios éstos presentan un promedio de 10 ovocitos en crecimiento que
seran fecundados en la siguiente ovulacién. En R. hynnicephalus Wenbin y Shuyuan (1993)
relacionaron la presencia de pliegues en la pared uterina con la posible presencia de células
glandulares que secreten material nutritivo que sirva de alimento a los embriones durante
el desarrollo. De acuerdo con los andlisis realizados en el presente estudio, la presencia
de pliegues en la pared de los tteros se relaciona directamente con la necesidad de in-
crementar la superficie de éstos durante la fase terminal del desarrollo embrionario y no
necesariamente para secretar leche uterina.

Microscépicamente los tejidos de la pared uterina en hembras de R. productus presen-
tan diferentes cambios durante los estadios del desarrollo embrionario. Durante el inicio del
desarrollo las paredes uterinas presentan un epitelio de transicién con glandulas alveolares
secretoras de mucus, las cuales no se consideran secreciones lipidicas ya que en la técnica
utilizada en la tincion se utilizan alcoholes, en especial xileno, los cuales diluyen los lipidos
y no permiten la coloracion de éstos; cuando hay presencia de estas células lipidicas se
observa un delgado reborde de citoplasma que contiene el nicleo en la zona engrosada,
las cuales no se encontraron en este trabajo. Otro punto importante es senalar que existe
una diferencia al comparar el mucus con eritrocitos, ya que estos tltimos cuentan con
nucleo bien diferenciado. Al hacer una comparacién entre las estructuras uterinas entre
las hembras pequenas y grandes se pueden diferenciar algunas caracteristicas especificas,
ya que en las hembras pequenas que presentan su segundo o tercer ciclo de reproducciéon

los uteros son gruesos con el epitelio multicelular y el tejido conectivo laxo con fibroblastos
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(figura 14 a); y en las hembras grandes las paredes uterinas son delgadas y semitranspa-
rentes, presentan el epitelio delgado simple, las criptas basales disminuyen al igual que
las glandulas secretoras y los fibroblastos de coldgeno son mas evidentes los cuales pro-
porcionan mayor elasticidad (figura 15 b). Durante la transicién del estado en reposo de
las paredes uterinas al estado dilatado, los cambios no son uniformes en todo el utero. En
algunas zonas el epitelio disminuye en nimero de células, y los haces de fibras de colageno
no cuentan con un patron uniforme de estiramiento, ya que en ocasiones se observaron los
haces gruesos entretejidos en una red tridimensional mezclados con los haces paralelos sin
tener un comportamiento uniforme en toda la pared uterina.

La presencia de secreciones uterinas que no estan relacionadas directamente con la ali-
mentacion, son de vital importancia para mantener la regulaciéon del contenido de liquidos
y sales para la osmorrgulacion durante todo el crecimiento embrionario. En el caso de
Scualus acanthias, especie lecitotrofica al igual que R. productus, los embriones salen de la
capsula en los estadios tempranos del periodo de gestacion para crecer libres en los tuteros y
las branquias son utilizadas para la osmoregulacion; en estadios avanzados existe una gran
cantidad de células ricas en mitocondrias en los filamentos branquiales las cuales realizan
la osmoregulacién al igual que en los adultos (Kormanik, 1993). Este mismo autor senala
que durante los primeros estadios del periodo de gestacion las concentraciones de sodio y
cloro en los fluidos uterinos son intermediados por el plasma maternal y el agua de mar,
con niveles de urea aproximadamente iguales a los de la sangre materna. Posteriormente
los fluidos uterinos son idénticos al agua de mar y las concentraciones de urea son bajas, lo
cual indica que los tteros regulan los fluidos internos en estadios tempranos del periodo de
gestacién pero después contribuyen muy poco, excepto por la acidificacién de los fluidos,

con remocion de amonio acumulado.
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El incremento de vascularizaciones en estadios avanzados de la gestacion se relacio-
nan con la demanda de oxigeno de los embriones grandes o la acidificacion de los fluidos
uterinos. S. acanthias presenta una pérdida considerable en peso del contenido organico
(15-55 %) del huevo al embrién, por lo que se supone que los 1iteros no presentan secreciéon
nutricional alguna para los embriones. Los uteros de hembras gravidas en S. acanthias son
especializados para el intercambio gaseoso y la regulacion iénica por medio de vasculariza-
ciones, una reduccién en la distancia de difusién entre el mucus y los capilares subyacentes
y el incremento de drea de la superficie uterina durante la gestacién (Kormanik, 1993).

En especies estrictamente lecitotréficas el saco vitelino es el tnico recurso de ali-
mentacién intrauterina durante el desarrollo embrionario. De acuerdo con Wourms et al.
(1988) se pueden distinguir dos tipos en esta alimentacién: en la primera existe una dis-
minucién en el peso seco de los embriones del 35 % durante el desarrollo, con una variacién
del 25 al 55 %; en el segundo caso la pérdida de peso varfa de 23 a 34 % ya que existe una
produccién de materia organica. Estos mismos autores sugieren que la pérdida de biomasa
es debido principalmente a la energia metabdlica utilizada durante el crecimiento del em-
brién. En especies matotroficas existe un incremento en el peso del orden del 238,300 al
842,900 %, alcanzando valores de 1,000,000 veces el peso seco en especies aplacentadas
como Scoliodon laticaudus, ya que durante la etapa final del desarrollo hay una aportacion
importante de aminodcidos, acidos grasos, proteinas y lipidos que son consumidos en su
totalidad por las crias (Hamlett et al., 2005). Por otro lado, Guallart y Vincent (2001)
sugiere que para determinar si una especie es ovovivipara y estrictamente lecitotrofica
debe existir una pérdida en el peso seco de -20 %; en el caso de las especies matotréficas

el incremento debe ser mas de 20 veces el peso seco de la especie.
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En especies con histotrofia minima como Mustelus antarticus, el aumento en el peso
seco en los embriones de la fase terminal con respecto a los ovocitos y de los huevos ya
fecundados es de 784.19% (Hamlett et al., 2005). De acuerdo con estos autores, existe
secrecion abundante de mucus que provee nutrientes a los embriones durante la fase inter-
media del periodo de gestacion y durante la ultima fase transfiere principalmente agua y
minerales que mantiene las condiciones similares al agua de mar.

La diferencia en el peso seco durante el desarrollo embrionario de R. productus se redujo
en un 16.3 %, lo cual indica que las hembras no proporcionan suplementos nutricionales
a los embriones durante el desarrollo embrionario. Dado que los huevos depositados en
los uteros de R. productus son muy fragiles, se peso el contenido total del ttero y se
cont6 el nimero de huevos fecundados para sacar un promedio general por utero. En el
caso de los embriones, se consideraron como organismos del estadio final aquellos que
habian consumido el saco vitelino en su totalidad y los que presentaban un saco vitelino
externo con peso menor a los 0.3 g; para determinar el contenido de agua se utiliz6 el
peso fresco de los organismos ya que para su trasporte del campo hacia el laboratorio
éstos tuvieron que ser congelados, en consecuencia durante el proceso de descongelacion
se registré una pérdida en el peso de 2 g en promedio.

Otro analisis utilizado para determinar el tipo de alimentacién intrauterina de diferen-
tes especies de elasmobranquios es el balance quimico de desarrollo (BQD), el cual consiste
en determinar las medias de los pesos secos en huevos fertilizados y embriones antes de
su nacimiento (Capapé, 1993). En el estudio realizado por Guallart y Vincent (2001) es-
timaron los valores de peso hiimedo, seco y cenizas (materia inorgénica) en Centrophorus
granulosus y senalan que el peso seco puede ser aceptado como un indicativo de la ten-

dencia general del contenido de materia orgénica, pero no como un estimador puntual, ya
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que hay una diferencia significativa entre las cantidades de peso seco y materia inorganica
estimadas en esta especie y que en realidad la diferencia entre el peso seco y el peso de las
cénizas puede ser el principal indicador de los aportes nutrimentales de la madre hacia el
embrion.

Considerando la proporcién del peso seco como un indicativo de la materia organica y
no un valor puntual, en especies lecitotroficas se han estimado valores de BQD de 1.13 para
R. cemiculus (Capapé y Zaouali, 1994), y de 0.5 para dos especies de Squatina Capapé et
al. (1990). En cambio en especies con matotrofia se han determinado valores de 30.6 para
Gymnura altavela (Capapé et al., 1992) de 15 en Dasyatis centroura (Capapé, 1993) y
en Rhizoprionodon acutus de 23 (Capapé et al., 2006). Por lo que aun considerando que
el BQD sea una aproximacién de la disminucion de materia organica, la diferencia en
los valores estimados para las especies lecitotréficas y matotroficas es significativa. En R.
productus el BQD estimado fue de 0.84.

Considerando las caracteristicas del desarrollo embrionario, las ausencia de glandulas
secretoras de nutrientes en las paredes uterinas, la pérdida en el peso seco de 16.3% y la
proporcion de la materia organica de huevo fertilizado a embrién sugieren que las hembras
de R. productus no aportan suplementos nutricionales a los embriones durante su desarrollo

por lo que esta especie puede ser considerada como estrictamente lecitotrofica.
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Conclusiones

En el presente trabajo se determiné el tipo de alimentacion de los embriones en Rhino-
batos productus, con base en las observaciones realizadas durante el periodo de gestacion,
en los diferentes estadios del crecimiento embrionario y en los cambios que presentan las
estructuras de la pared de los 1teros en las hembras prenadas.

El periodo de gestacion dura 12 meses, inicia en julio y termina en un alumbramiento a
finales del mes de junio. Durante éstos meses existe una diapausa en el desarrollo de 8 a 9
meses y en los tres meses restantes hay un crecimiento isométrico hasta el nacimiento de las
crias, cuando los embriones alcanzan una longitud total de 17.5 cm en promedio. Durante
el desarrollo embrionario se pueden distinguir cinco estadios principales dependiendo de
las caracteristicas externas de los organismos.

El tamano de los huevos fecundados, la talla de nacimiento de los embriones y niimero
de crias por hembra estd en funcion de la talla materna y el nimero de ciclos reproductivos
(partos) realizados. Ya que con el aumento de la talla de las hembras maduras, aumentan

estas variables.
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El andlisis histologico sugiere que no existen secreciones con nutrimentos que sirvan de
alimentacion a los embriones antes de su nacimiento.

La presencia de pliegues longitudinales en la pared de los tuteros es con la finalidad de
aumentar la superficie de los uteros durante el desarrollo embrionario, principalmente en
la fase terminal.

La pérdida en el peso seco durante el desarrollo embrionario es del orden del 16.3 % y la
proporcion del peso seco de huevo a embrién es de 0.84, por lo que los huevos fertilizados
presentan mayor contenido de materia organica que los embriones.

Considerando las caracteristicas generales que presentan los embriones durante su de-
sarrollo, el que no haya estructuras que secreten leche uterina y la pérdida en el peso seco
de los embriones, se puede considerar a R. productus como especie puramente lecitotrofica
ya que la incidencia de la madre en los embriones durante el desarrollo embrionario es
reducida.

Se recomienda aplicar otros métodos de tincién para observar los mucopolisacaridos
acidos y ver el tipo de mucus que secretan los tteros de R. productus durante el desarrollo
embrionario, asi como especificar los cambios presentes en estas estructuras durante todo

el desarrollo.
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