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ABSTRACT. The brown smooth-hound shark Mustelus henlei is one of the most abundant species caught by the artisanal elasmobranch fishery
off northwestern Mexico. The present study estimates the reproductive parameters for M. henlei using, for the first time, histological analysis
and survey data collected from May 2008 to May 2016. Mustelus henlei was reported in the landings from February to November each year
(n = 1,469). Total length (T,) varied between 450 and 1,530 mm (average = 753 mm, SD = 111). The sex ratio (male:female) was similar to
the 1:1 ratio. Gravid females were caught during April, August, and November. Average fecundity was 9. Length at maturity was 656 mm T,
for females and 636 mm T, for males, and length at maternity, estimated for the first time for this species, was 676 mm T;,. The first phases of
spermatogenesis and oogenesis were identified through histological analysis of gonads from immature individuals. Semen storage was detected
in the oviducal gland of females at the terminal zone, whereas in males spermatozeugmata was detected in the seminal vesicles. According to
the species reproductive parameters, M. henlei can be categorized as a species of high biological productivity among elasmobranchs and can
thus support certain level of fishing pressure off northwestern Mexico if adequate fishing management and regulatory measures are employed.
Some of the reproductive parameters that were estimated for this species in the present study were different from those estimated for other
stocks from Mexican and United States waters.
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RESUMEN. El tiburén mamén Mustelus henlei es una de las especies mas abundantes en las capturas de la pesca artesanal de elasmobranquios
frente al noroeste de México. En el presente estudio se estimaron los parametros reproductivos usando, por primera vez, analisis histologicos y
datos de campo recolectados de mayo de 2008 a mayo de 2016. Mustelus henlei fue registrada en los desembarques de febrero a noviembre de
cada afio (n = 1,469). La longitud total (L;) vari6 entre 450 y 1,530 mm (promedio = 753 mm, desviacion estandar = 111). La proporcion sexual
(macho:hembra) fue similar a 1:1. Se encontraron hembras gravidas en abril, agosto y noviembre. La fecundidad promedio fue de 9 crias. La
talla de madurez fue de 656 mm L, para las hembras y de 636 mm L, para los machos, y la talla de maternidad, estimada por primera vez para
la especie, fue de 676 mm L. Se identificaron las primeras fases de la espermatogénesis y ovogénesis a través del analisis histologico de las
gobnadas en individuos inmaduros. Se encontr6é almacenamiento de esperma en la glandula oviducal de las hembras a nivel de la zona terminal,
mientras que en los machos se encontro espermatozeugmata dentro de la vesicula seminal. Con base en sus parametros reproductivos, M. henlei
puede ser categorizada como una especie con alta productividad biologica entre los elasmobranquios y, por tanto, podria soportar ciertos niveles
de presion por pesca en aguas frente al noroeste de México con un manejo pesquero y medidas de regulacion adecuadas. Algunos de los para-
metros reproductivos estimados para la especie en el presente estudio mostraron diferencias con aquellos estimados para otras poblaciones en
aguas mexicanas y de Estados Unidos.

Palabras clave: reproduccion, talla de madurez, talla de maternidad, almacenamiento de esperma, Mustelus henlei.

INTRODUCTION INTRODUCCION

The brown smooth-hound shark, Mustelus henlei (Gill El tiburon mamon Mustelus henlei (Gill 1863) es la
1863), is the second most caught species in the artisanal elas- segunda especie de mayor captura en la pesqueria artesanal
mobranch fishery on the west coast of Baja California Sur de elasmobranquios en la costa occidental de Baja California

(BCS, Mexico) (Furlong-Estrada et al. 2017). Genetic studies Sur (BCS, México) (Furlong-Estrada et al. 2017). De
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have shown that there are probably 5 subpopulations of
this species in Mexican waters, 3 in the Gulf of California
and 2 off the west coast of the Baja California Peninsula
(Sandoval-Castillo and Beheregaray 2015); however, only
the reproductive biology of the stock in the northern Gulf of
California region has been studied to date.

Despite the natural abundance and diversity of elasmo-
branchs on the Pacific coasts of Mexico and the low-tech
fishing gear used by the small-scale elasmobranch fishery
off northwestern Mexico, the risk of stock overexploitation
remains a problem due to the low rate of stock renewal in
elasmobranchs. This condition makes elasmobranchs vul-
nerable even at moderate levels of fishing mortality (Musick
1999).

In Mexico, several elasmobranch conservation strategies
have been implemented. In 2006, the Official Mexican Standard
029 was published to establish guidelines for the use of elas-
mobranchs, banning finning and promoting the protection of
several endangered species along the Mexican coasts (DOF
2007). To regulate fishing mortality and protect the recruitment
and critical habitat of elasmobranchs, this standard stablished
fishery closures, which have been implemented, since 2012,
from 1 May to 31 July in the Pacific Ocean, from 1 May to
30 June in the Gulf of Mexico, and from 1 May to 30 June and
1 to 30 August in the Bank of Campeche (DOF 2007).

The resilience of a stock can be associated with the repro-
ductive biology of the species; species with short reproduc-
tive cycles and high fecundity can support higher rates of
exploitation (Walker 1998). To achieve adequate fishing man-
agement of M. henlei, it is necessary to know the reproductive
parameters of all the stocks (Saidi et al. 2009). Some repro-
ductive parameters (fecundity, length at maturity, and ges-
tation period) of M. henlei in the Gulf of California and on
the coast of California have been described, with differences
between both stocks (Yudin and Cailliet 1990, Pérez-Jiménez
and Sosa-Nishizaki 2008). The variation of reproductive
parameters between different stocks has also been reported
for other Mustelus species, for example, Mustelus antarcticus
in Australia (Walker 2007) and Mustelus manazo in Japan
and Taiwan (Yamaguchi et al. 2000). These variations are
attributed to differences in environmental conditions and
must be considered in stock assessment and the development
of management strategies.

The objective of this study is to present, for the first time,
information on the reproductive biology of M. henlei off the
west coast of BCS based on macroscopic and histological anal-
yses and to compare it with existing information on the neigh-
boring stocks. This information is expected to contribute to the
development and improvement of the management measures
recently established for the elasmobranch fishery in Mexico.

MATERIALS AND METHODS

Field sampling was performed from May 2008 to May
2016 at 4 artisanal fishing camps along the west coast of
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acuerdo con estudios genéticos, en aguas mexicanas existe la
probabilidad de que hayan 5 subpoblaciones de esta especie,
3 dentro del golfo de California y 2 en las costas occiden-
tales de la peninsula de Baja California (Sandoval-Castillo
y Beheregaray 2015); sin embargo, solo se ha estudiado la
biologia reproductiva de la poblacion de la parte norte del
golfo de California.

A pesar de la abundancia natural y diversidad de elasmo-
branquios en las costas mexicanas del Pacifico y de la baja
tecnologia de pesca empleada por la pesqueria de pequefia
escala de elasmobranquios que opera frente al noroeste de
Meéxico, el riesgo de sobreexplotacion de las poblaciones
sigue siendo un problema debido a la baja tasa de renovacion
de los elasmobranquios. Esta condicion hace vulnerables a los
elasmobranquios incluso a niveles moderados de mortalidad
por pesca (Musick 1999).

En Meéxico, varias estrategias han sido implementadas
para la conservacion de elasmobranquios. En 2006 se publicd
la Norma Oficial Mexicana 029 para establecer lineamientos
para el uso de elasmobranquios, y en ella se prohibe el aleteo
y se promueve la proteccion de varias especies amenazadas en
las costas mexicanas (DOF 2007). Para regular la mortalidad
por pesca y proteger el reclutamiento y el habitat critico de
elasmobranquios, en la norma se establecen vedas que, desde
2012, se han estado implementando del 1 de mayo al 31 de
julio en el océano Pacifico y del 1 de mayo al 30 de junio en
el golfo de México y del 1 de mayo al 30 de junio y del 1 al 30
de agosto para el area del banco de Campeche (DOF 2007).

La resiliencia de una poblacion a la pesca estd relacionada
con su productividad biologica, y las especies que poseen
ciclos reproductivos cortos y fecundidad alta podrian soportar
mayores tasas de explotacion (Walker 1998). Para lograr
una gestion adecuada de la pesca de M. henlei, es necesario
conocer los parametros reproductivos de todas las poblaciones
(Saidi et al. 2009). Algunos parametros reproductivos (fecun-
didad, talla de madurez y periodo de gestacion) de la especie
en el golfo de California y en la costa de California han sido
descritos, con diferencias entre estas poblaciones (Yudin y
Cailliet 1990, Pérez-Jiménez y Sosa-Nishizaki 2008). Para
diferentes especies del género Mustelus, se ha reportado la
variacion en los parametros reproductivos entre distintas
poblaciones, como Mustelus antarcticus en Australia (Walker
2007) y Mustelus manazo en Japon y Taiwan (Yamaguchi et
al. 2000). Estas variaciones son atribuidas a diferencias en las
condiciones ambientales, y es importante considerarlas en la
evaluacion de las poblaciones y en el desarrollo de estrategias
de manejo.

El objetivo del presente estudio es presentar, por primera
vez, informacion sobre la biologia reproductiva de M. henlei
en la costa occidental de BCS basada en un analisis macros-
copico e histologico, ademas de compararla con informacion
de las poblaciones aledafias ya descritas. Se espera que esta
informacion contribuya al desarrollo y mejora de las medidas
de manejo establecidas recientemente para las pesquerias de
elasmobranquios en México.
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BCS (Mexico): Punta Lobos to the south, San Lazaro and San
Ignacio in the central region, and Bahia Tortugas to the north
(Fig. 1). Individuals were identified by examination of tooth
and dorsal fin features following the guide by Compagno et
al. (2005); M. henlei has high-cusped “pavement” teeth, and
its trailing dorsal fin edges appear broadly frayed with dark
margins of bare ceratotrichia.

Total length (T,) of each reported shark was measured, to
the closest millimeter, from the tip of the snout to the end of
the caudal fin, with the caudal fin extended. Sex was deter-
mined by the presence of claspers in male sharks, and clasper
length was obtained by measuring, to the closest millimeter,
the distance from the base to the tip of the claspers.

Males were considered mature if their claspers were com-
pletely calcified and articulate at the base with a 180° rota-
tion (pers. obs., Hamlett 2005). Females were considered
mature if they had oocytes measuring >6 mm and had com-
pletely developed oviducal glands or embryos or eggs in the
uterus (pers. obs., Conrath and Musick 2002). The reproduc-
tive system of each organism was removed and fixed in 10%
formaldehyde. Only reproductive systems with proper fixa-
tion were used for histological processing.

Student’s t tests were performed to check for significant
differences in T, between sexes and between development
stages (mature and immature). The composition and temporal
variation of sizes were analyzed with frequency histograms.
Sex ratio was compared with a 1:1 ratio via a y-squared test.

Histological sections of ovaries and testicles were made
to determine maturity stages and to describe oogenesis and
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occidental de Baja California Sur.
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MATERIALES Y METODOS

Se realizaron muestreos de mayo de 2008 a mayo de 2016
en 4 campos pesqueros artesanales a lo largo de la costa
occidental de BCS (México): punta Lobos en la zona sur,
San Lazaro y San Ignacio en la zona centro y bahia Tortugas
en la zona norte (Fig. 1). Los organismos fueron identificados
con base en las caracteristicas de los dientes y de la aleta dorsal
usando la guia de campo de Compagno et al. (2005); M. henlei
presenta dientes “pavimentados” en forma de cuspide alta, y
los bordes posteriores de las aletas dorsales aparecen deshila-
chados con margenes oscuros de ceratotrichia.

La longitud total (L;) de cada tiburdn reportado se midio,
al milimetro mas cercano, desde la punta de la nariz hasta la
punta de la aleta caudal, con la aleta caudal en su maxima
extension. Se identificé el sexo por la presencia de gonop-
terigios en los machos, y la longitud de los gonopterigios
se obtuvo midiendo, al milimetro mas cercano, la distancia
desde la base del gonopterigio hasta la punta.

Se consideraron machos maduros aquellos individuos que
presentaban los gonopterigios completamente calcificados y
articulados desde su base, con rotaciéon de 180° (obs. pers.,
Hamlett 2005). Las hembras fueron consideradas maduras si
presentaban ovocitos que midieran >6 mm y glandulas ovidu-
cales completamente desarrolladas, asi como embriones o
huevos en el ttero (obs. pers., Conrath y Musick 2002). El
aparato reproductor de cada individuo fue extraido y fijado
en formol al 10%. Solamente los aparatos reproductivos que
presentaron una correcta fijacion fueron usados para el proce-
samiento histologico.

Se aplicaron pruebas t de Student para comprobar si exis-
tian diferencias significativas en la L; entre ambos sexos y
entre los estadios de madurez (maduro e inmaduro). La
composicion y la variacion temporal de las tallas se anali-
zaron mediante histogramas de frecuencia. La proporcion de
sexos fue comparada con una proporcion de 1:1 mediante una
prueba de y-cuadrada.

Se realizaron cortes histologicos de los ovarios y testi-
culos para determinar los estadios de madurez y describir la
ovogénesis y la espermatogénesis utilizando la clasificacion
de Serra-Pereira et al. (2011). Se realizaron secciones histo-
logicas de la glandula oviducal y la vesicula seminal para
determinar la posibilidad de almacenamiento de esperma.
La técnica de tincion de Mallory fue aplicada al ovario para
ayudar en la identificacion de colageno y las fibras de reti-
culina, y la técnica del acido periddico—Schiff fue aplicada a
la glandula oviducal para la identificacion de polisacaridos,
mucopolisacaridos, mucoproteinas, glicoproteinas y mucinas.
Finalmente, la técnica de Feulgen fue utilizada para la iden-
tificacion del acido desoxirribonucleico de los espermato-
zoides en los testiculos y la vesicula seminal (Pearse 1968,
Humason 1979).

La talla de madurez (L)) para cada sexo y la talla de
maternidad (L,,5,) se estimaron mediante la ecuacion logistica
Pm=1/[1+e "] donde a y b son pardmetros y Pm es
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spermatogenesis using the classification by Serra-Pereira et
al. (2011). Histological sections of the oviducal glands and
seminal vesicles were made to determine the possibility of
semen storage. The Mallory staining technique was applied
for the ovaries because it helped identify collagen and retic-
ulin, and the periodic acid—Schiff technique was applied in
the case of oviducal glands to identify polysaccharides, muco-
polysaccharides, mucoproteins, glycoprotein, and mucins.
Finally, the Feulgen technique was used to identify deoxyri-
bonucleic acid of spermatozoa in the testicles and the seminal
vesicles (Pearse 1968, Humason 1979).

Length at maturity (Ls,) for each sex and length at
maternity (L,s,) were calculated using the logistic equation
Pm=1/[1+e "] where a and b are parameters and Pm
is the sexual ratio of mature specimens in the sample (bino-
mial variable). To determine the parameters of logistic equa-
tions, mature sharks were assigned a maturity condition value
of 1, and immature sharks were assigned a maturity condition
value of 0 (Mollet et al. 2000, Walker 2007). The proportion
of the population of pregnant females at any T, was deter-
mined by classifying each female into female with “maternal
condition” (carrying embryos or eggs in the uterus that would
contribute to recruitment in the following year) or with
“non-maternal condition” and by assigning a 1 or 0 value,
respectively (Mollet et al. 2000, Walker 2007). L, is defined
as the size at which 50% of the population is mature, and L, 5,
is the size at which 50% of females are pregnant and will
contribute to the following cohort (Walker 2005a). L, .5, was
not analyzed by season because most pregnant females were
caught in August (95%), all with small-sized embryos; thus,
L,.s, represents the proportion of females that will contribute
to the cohort of the following year.

The length and width of testicles and oviducal glands were
measured to the nearest millimeter after fixation. The width
of both organs was taken by the longest transverse section.
The relationship between T, and the length of the testicles
and width of the oviducal glands was analyzed to determine
the onset at which these organs increase in size; in the case of
oviducal glands, this relationship was analyzed for each of the
development stages (immature, mature, and pregnant).

The number of embryos in each pregnant female was
quantified to estimate average fecundity. Size at birth was
calculated at the midpoint between the maximum size of
embryos and the minimum size of free-living organisms with
open umbilical scars. Birth season and gestation period were
determined by the size of the embryos, maximum diameter of
oocytes, and presence of newborns throughout the year.

RESuULTS

A total of 1,469 M. henlei individuals (715 males and 754
females) were analyzed. The sex ratio (1.05F:1.00M) was not
significantly different from 1:1 (y*=1.03, P> 0.05) (Table 1).
Mustelus henlei was recorded in landings from February to
November each year (except from May to July after 2012,
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la proporcion sexual de especimenes maduros de la muestra
(variable binomial). Para la determinacion de los parame-
tros de la ecuacion logistica, los organismos maduros fueron
asignados una condicién de madurez de valor 1y, a su vez,
los organismos inmaduros fueron asignados a una condicion
de madurez de valor 0 (Mollet et al. 2000, Walker 2007). La
proporcion de la poblacion de hembras prefiadas a cualquier
L; se determino clasificando a cada hembra en hembra bajo
“condicion materna” (con embriones o huevos en el Utero
que pudieran contribuir al reclutamiento del siguiente afo) o
bajo “condicion no materna” y asignando un valor de 1 o 0,
respectivamente (Mollet et al. 2000, Walker 2007). La L, es
definida como la talla a la cual el 50% de la poblacion se
encuentra madura, y la L, 5, es la talla a la cual el 50% de las
hembras se encuentran prefiadas y contribuiran a la siguiente
cohorte (Walker 2005a). L,,5, no fue analizada por temporada,
ya que la mayoria de las hembras prenadas fueron capturadas
en agosto (95%), todas con embriones de talla pequefia; L5,
representa, entonces, la proporcion de hembras que contri-
buiran a la cohorte el siguiente afio.

La longitud y el ancho de los testiculos y la glandula
oviducal fueron medidos al milimetro mas cercano después
de la fijacion. El ancho de ambos o6rganos fue tomado de la
seccion transversal mas amplia. Se analiz6 la relacion entre
la L; y el largo de los testiculos y el ancho de la glandula
oviducal para determinar la talla a la cual estos 6rganos incre-
mentan su tamafio; para el caso de la glandula oviducal, esta
relacion se analizo para cada una de las etapas de madurez
(inmaduro, maduro y prefiada).

Se cuantifico el nimero de embriones presentes en cada
hembra prefiada para estimar la fecundidad promedio. La
talla de nacimiento se estimo a partir del punto medio entre el
tamafio maximo registrado de los embriones y la talla minima
de los organismos de vida libre con cicatriz umbilical abierta.
La temporada de nacimiento y el periodo de gestacion se esti-
maron por medio de la talla de los embriones, el didmetro
maximo de los ovocitos y la presencia de neonatos a lo largo
del afio.

RESULTADOS

Un total de 1,469 organismos fueron analizados (715
machos y 754 hembras). La proporcion sexual (1.05H:1.00M)
no presento diferencias significativas con respecto a la propor-
cion 1:1 (> = 1.03, P > 0.05) (Tabla 1). Mustelus henlei fue
registrada en las capturas de febrero a noviembre de cada afio
(excepto de mayo a julio después de 2012 debido al periodo
de veda establecido para las aguas mexicanas del Pacifico),
con variacion estacional entre las distintas zonas de muestreo;
fue comun en los primeros meses del afio en la zona sur, a
mediados del afio en la zona centro y al final del afio en la
zona norte.

Las tallas de los individuos oscilaron entre 450 y
1,530 mm L; (promedio =753 mm, desviacion estandar [DE] =
111). Las hembras presentaron mayor talla (1,530 mm L;)
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because of the fishing closure period established for Mexican
Pacific waters), with seasonal variations between the different
sampling zones; it was common in the southern region during
the first months of the year, in the central region during the
middle part of the year, and in the northern region at the end
of the year.

The length of individuals varied between 450 and
1,530 mm T, (average = 753 mm, SD = 111). Females were
larger (1,530 mm T),) than males (1,160 mm T,), though no
significant differences were found between the average T, of
both sexes (Student’s t) s | 450 = —14.93) (Fig. 2). Around 11%
of measured sharks surpassed the maximum T, reported in
previous studies.

The gonads of 685 organisms (401 males and 284
females) were analyzed to identify maturity stages by exam-
ination of macroscopic characteristics and histological anal-
ysis. All immature male specimens of M. henlei analyzed in
the present study had no articulate (rotation) claspers, but all
mature individuals had calcified, rotating claspers. The rota-
tion of claspers alone was not considered evidence of matu-
rity unless claspers were fully calcified. Immature males and
females measured between 450 and 810 mm T, . Mature males
and females measured more than 610 mm T, and accounted
for 85.8% of all measured specimens. No significant differ-
ences were found between the sizes of both sexes by maturity
stage (Student’s t,s o3 = —0.59 for immature specimens and
Student’s t;os 1350 = —0.59 for mature specimens). Pregnant
females larger than 650 mm T, were recorded in April, May,
August, and November and represented 41% of total reported
females (Fig. 3). Estimated L, for males (635 mm T, SD =
6.03) was slightly lower than that for females (657 mm T,
SD = 7.43). Estimated L, for the northwestern coast of BCS
(where most pregnant females were caught) was 670 mm T,
(SD = 9.8) (Fig. 4), slightly larger than the female Ls,, as
expected.

The female reproductive system includes only one func-
tional ovary. Histological analysis of immature female gonads
revealed the first phases of oogenesis, with small oocytes
(average diameter = 2 mm) defined by the follicular epi-
thelium and a poorly differentiated granular layer (Fig 5a).
Mature females had large oocytes (diameter range = 6—12 mm,

Table 1. Sex ratio (F:M) for Mustelus henlei at 4 artisanal fishing
camps in Baja California Sur.

Tabla 1. Proporcion sexual (H:M) para Mustelus henlei en 4
campos pesqueros de Baja California Sur.

Fishing camp Females Males Sex ratio
Punta lobos 374 310 1.2:1.0
San Lazaro 138 330 0.4:1.0
San Ignacio 22 47 0.4:1.0
Bahia tortugas 220 28 7.8:1.0
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con respecto a los machos (1,160 mm de L), sin haber dife-
rencias significativas entre la L; promedio de ambos sexos
(to0s. 1460 de Student = —14.93) (Fig. 2). Alrededor del 11%
de los organismos muestreados sobrepasaron la L; maxima
reportada en estudios previos.

Se analizaron las gonadas de 685 organismos (401 machos
y 284 hembras) para identificar el estadio de madurez con
base en sus caracteristicas macroscopicas y el analisis
histologico. Todos los ejemplares de machos inmaduros de
M. henlei analizados en el presente estudio no tenian arti-
culados (rotacion) los gonopterigios, pero todos los indivi-
duos maduros tenian gonopterigios calcificados capaces de
rotar. La rotacion de los gonopterigios no se considerd por
si misma como evidencia de madurez, sino sélo en conjunto
con la condicion de calcificacion completa. Las hembras y los
machos inmaduros presentaron tallas de 450-810 mm L. Las
hembras y los machos maduros presentaron tallas mayores
que los 610 mm L; y representaron el 85.8% del total de
los organismos registrados. No se encontraron diferencias
significativas entre la talla de ambos sexos por estadios de
madurez (s o5 de Student = —0.59 para individuos inma-
duros y ;o5 1350 de Student =—0.59 para individuos maduros).
Se registraron hembras prefiadas a partir de los 650 mm L;
en abril, mayo, agosto y noviembre, y estas representaron
el 41% del total de las hembras registradas (Fig. 3). La Ly,
estimada para los machos (635 mm L;, DE = 6.03) fue ligera-
mente menor que para las hembras (657 mm L, DE = 7.43).
La L, estimada para la costa noroccidental de BCS (donde
la mayoria de las hembras prefiadas fueron capturadas) fue
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Figure 2. Distribution of length by sex for Mustelus henlei caught
in artisanal fisheries off the west coast of Baja California Sur,
Mexico, from May 2008 to May 2016. GC = maximum reported
size for the population in the northern Gulf of California region,
C = maximum reported size for the California population.

Figura 2. Distribucion de tallas por sexo para Mustelus henlei
capturado en los campos pesqueros artesanales de la costa
occidental de Baja California Sur, México, de mayo de 2008 a
mayo de 2016. GC = talla maxima reportada para la poblacion del
norte del golfo de California, C = talla maxima reportada para la
poblacion de California.
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average = 9 mm), with the follicular epithelium differentiated
by 4 layers (from the inside to the outside): pellucid zone,
granular layer, basal surface, and the theca cells (Fig. 5b).
Maximum oocyte diameter was recorded in April (Fig. 6).
Oviducal glands of immature females measured 3—8 mm
long and <10 mm wide, whereas oviducal glands of mature
females were 10—15 mm long and 1020 mm wide. No rela-
tion was found between oviducal gland width and T, for any
development stage (immature, mature, and pregnant; r?
0.27, 0.07, and 0.008, respectively; P < 0.05). Four charac-
teristic zones were identified in the histological sections of
the oviducal glands: club zone, papillary zone, baffle zone,
and terminal zone (Hamlett et al. 2002, Hamlett 2005); these
sections had a simple ciliated columnar epithelium with acini
formed by ciliated cells and secreting cells. The presence of
semen was detected (April) in the terminal zone, forming
conglomerates at the center of the acini (Fig. 5c, d).
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Figure 3. Seasonal variation of maturity stages for Mustelus
henlei off the west coast of Baja California Sur, Mexico.
(a) Maturity stages for males and (b) maturity stages for females.
The numbers above the bars represent monthly sample size.

Figura 3. Variacion temporal del estadio de madurez de
Mustelus henlei en la costa occidental de Baja California Sur,
Meéxico. (a) Estadios de madurez para machos y (b) estadios de
madurez para hembras. El nimero arriba de la barra representa
el tamafio de muestra mensual.
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de 670 mm L, (DE = 9.8) (Fig. 4), ligeramente mayor que la
L, para hembras, como se esperaba.

El aparato reproductor de las hembras estuvo conformado
por un solo ovario funcional. El andlisis histologico de las
gonadas de hembras inmaduras mostrd las primeras fases de
la ovogénesis, con pequefios ovocitos (diametro promedio =
2 mm) delimitados por el epitelio folicular y una capa granulosa
poco diferenciada (Fig 5a). Las hembras maduras presentaron
ovocitos grandes (rango de didmetro = 6—12 mm, promedio =
9 mm), y el epitelio folicular se encontraba diferenciado por
4 capas (de adentro hacia afuera): zona pelucida, capa granu-
losa, ldmina basal y las células de la teca (Fig. 5b). El didmetro
maximo de los ovocitos se registro en abril (Fig. 6).

Las hembras inmaduras presentaron glandulas ovidu-
cales de 3-8 mm de largo y <10 mm de ancho, mientras que
las hembras maduras presentaron glandulas oviducales de
10-15 mm de largo y 10-20 mm de ancho. No se encontr6 una
relacion entre el crecimiento de la glandula oviducal y la L en
cada estadio de madurez (inmaduro, maduro y prefiada; r*> =
0.27, 0.07 y 0.008, respectivamente; P < 0.05). Cuatro zonas
caracteristicas fueron identificadas en las secciones histolo-
gicas de la glandula oviducal: zona club, zona papilar, zona
bafle y zona terminal (Hamlett et al. 2002, Hamlett 2005);
estas zonas presentan un epitelio columnar simple ciliado con
acinos conformados por células secretoras y células ciliadas.
La presencia de semen se detectd (abril) en la zona terminal
formando conglomerados en el centro de los acinos (Fig. 5c, d).
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Figure 4. Length at maturity for female and male Mustelus
henlei off the west coast of Baja California Sur (BCS) and length
at maternity for individuals off the northwestern coast of BCS.
Ogives are given for length at maternity (— — —), males length at
maturity (- - -), and female length at maturity ).

Figura 4. Talla de madurez para hembras y machos de Mustelus
henlei muestreados en la costa occidental de Baja California
Sur (BCS) y talla de maternidad para individuos en la costa
noroccidental de BCS. Se muestran las ojivas para la talla de
maternidad (- — -), la talla de madurez para machos (- - -) y la
talla de madurez para hembras (——).




Soto-Lopez et al.: Reproductive biology of Mustelus henlei

Figure 5. Histological analysis of Mustelus henlei female
gonads. (a) Immature oocytes delimited by undifferentiated
follicular epithelium, (b) mature oocyte showing differentiation
of follicular epithelium, (¢) oviducal gland showing 4 zones,
and (d) acini in the terminal zone showing sperm storage. FE =
follicular epithelium, PZ = pellucid zone, GC = granular layer,
BS = basal surface, TC = theca cells, Cz = club zone, Pz =
papillary zone, Bz = baffle zone, Tz = terminal zone.

Figura 5. Analisis histologico de las gonadas de hembras
de Mustelus henlei. (a) Ovocitos inmaduros delimitados por
un epitelio folicular indiferenciado, (b) ovocito maduro con
epitelio folicular diferenciado, (¢) glandula oviducal donde
se muestran 4 zonas y (d) acinos de la zona terminal donde se
muestra el almacenamiento de esperma. FE = epitelio folicular,
PZ = zona peltucida, GC = capa granulosa, BS = lamina basal,
TC = células de la teca, Cz = zona club, Pz = zona papilar, Bz =
zona bafle, Tz = zona terminal.

The number of embryos per female ranged between 1 and
20 (average = 9, SD = 5.021, n = 41). There was a linear
relation between the number of embryos and the size of
females (r*=0.57,n =41; P > 0.05). The embryonic sex ratio
(0.76F:1.00M) was not significantly different from 1:1 (y* =
0.92, P > 0.05), as was the case for the free-living organisms.
The first embryonic stages (15-25 mm T,) were observed in
females caught in the northern region in August, when 95%
of captured females were pregnant; however, maximum
embryo size (255 mm T,; average = 198.3 mm T,, SD =
60.3) was recorded in the southern region in April. Size at
birth was estimated to be 352 mm T, and gestation period
was 10-11 months, which probably started before August,
when embryos were already visible in the uterus, and lasted
until May—June; newborn individuals were found in August
(Fig. 6).

Both testicles were functional. Testicles of immature
males measured <50 mm long and 10 mm wide on average,
whereas testicles of mature males were 65 mm long and
14 mm wide on average. The first phases of spermatogen-
esis, including the development of the germinal epithelium
in spermatic cysts and spermatogonias, were detected in
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Figure 6. Scasonal variation of embryo length and oocyte
diameter for Mustelus henlei females off the west coast of Baja
California Sur. Values indicate mean + standard deviation. The
numbers next to the symbols indicate the monthly sample size.
The solid arrow indicates the month when embryos were largest
in size and the dashed arrow the month when embryos were
already visible in the uterus.

Figura 6. Variacion temporal de la longitud del embrion y del
diametro del ovocito para hembras de Mustelus henlei en la
costa occidental de Baja California Sur. Los valores indican el
promedio + desviacion estandar. El nimero cerca del simbolo
indica el tamafio de muestra mensual. La flecha continua muestra
el mes cuando los embriones presentaron la mayor talla y la
flecha punteada el mes cuando los embriones ya eran visibles
en el utero.

El numero de embriones encontrados por hembra
vari6 entre 1 y 20 (promedio = 9, DE = 5.021, n = 41). Se
encontr6 una relacion lineal entre el nimero de embriones
y la talla de las hembras (r> = 0.57, n = 41; P > 0.05). La
proporcion sexual embrionaria (0.76H:1.00M) no presentd
diferencias significativas con respecto a la proporcion 1:1
(® = 0.92, P > 0.05), al igual que en el caso de los orga-
nismos de vida libre. Los primeros estadios embrionarios
(15-25 mm L) fueron observados en hembras capturadas en
la zona norte en agosto, cuando el 95% de las hembras captu-
radas se encontraban prefiadas; sin embargo, la talla maxima
de embriones (255 mm L;, promedio = 198.3 mm L, DE =
60.3) fue registrada en la region sur en abril. Se estimé una
talla de nacimiento de 352 mm L; y un periodo de gesta-
cion de 10—11 meses, el cual probablemente inici6 antes de
agosto, cuando los embriones ya eran visibles en el utero, y
duré hasta mayo-junio; los organismos recién nacidos fueron
encontrados en agosto (Fig. 6).

Ambos testiculos fueron funcionales. Los testiculos de
los machos inmaduros midieron <50 mm de largo y 10 mm
de ancho, en promedio, mientras que los testiculos de los
machos maduros midieron 65 mm de largo y 14 mm de
ancho, en promedio. Las primeras fases de la espermatogé-
nesis, incluido el desarrollo del epitelio germinativo en los
espermatocistos y las espermatogonias, fueron identificadas
en individuos inmaduros (<510 mm L;), (Fig. 7a). Se encon-
traron espermatozoides completamente desarrollados en los
testiculos de machos maduros (>630 mm L) (Fig. 7b), y se
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immature individuals (<510 mm T,) (Fig. 7a). Completely
developed sperm cells were found in testicles of mature males
(>630 mm T,) (Fig. 7b), and semen storage was found in
the seminal vesicle as spermatozeugmata (Fig. 7c, d). Sperm
cells in adult individuals were fully developed and grouped
into organized clusters moving to the periphery of the sper-
matocytes associated with Sertoli cells, ready to be expelled
from the testicle, through the epididymis, for storage in the
seminal vesicle.

Immature males had claspers that were <80 mm long and
not calcified. Mature males had fully calcified claspers mea-
suring 60—140 mm in length (average = 80 mm). There was a
significant linear relationship between the length of the testi-
cles and T, (r* = 0.52, n = 54; P > 0.05); however, no signif-
icant relationship between the length of the claspers and T,
was found with the linear model (r* = 0.28, P < 0.05) or with
the nonlinear approaches (Fig. 8).

DiscussioN

During the present study, a new maximum size (1,530 mm
T,) was recorded for M. henlei, considerably larger than
that reported for this species in the Gulf of California
(905 mm T;, Pérez-Jiménez and Sosa-Nishizaki 2008), off
California (1,000 mm T,;, Yudin and Cailliet 1990) and off
Costa Rica (665 mm T, Clarke et al. 2014). Similar species
in the study area, such as Mustelus californicus and Mustelus

Figure 7. Histological analysis of Mustelus henlei male gonads.
(a) First phase of spermatogenesis, germinal epithelium;
(b) advanced stage of spermatogenesis, spermatocytes; and
(c) and (d) storage of sperm in the seminal vesicle forming
spermatozeugmata.

Figura 7. Andlisis histologico de las gonadas de machos de
Mustelus henlei. (a) Primera fase de la espermatogénesis, epitelio
germinativo; (b) estado avanzado de la espermatogénesis,
espermatocitos; y (¢) y (d) almacenamiento de esperma en la
vesicula seminal que forma el espermatozeugmata.
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encontr6 almacenamiento de semen en la vesicula seminal
en forma de espermatozeugmata (Fig. 7c, d). Los esperma-
tozoides de los organismos maduros se encontraron comple-
tamente desarrollados y agrupados en manojos compactos
organizados dirigiéndose hacia la periferia del espermatocisto
y asociandose con las células de Sertoli para ser expulsados
del testiculo, a través del epididimo, y ser almacenados en la
vesicula seminal.

Los gonopterigios de los machos inmaduros no se encon-
traban calcificados y midieron <80 mm de largo. Los machos
maduros presentaron gonopterigios completamente calci-
ficados de 60 a 140 mm de largo (promedio = 80 mm). Se
encontr6 una relacion lineal significativa entre el largo del
testiculo y la L (r* = 0.52, n = 54; P > 0.05); sin embargo,
no se encontr6 una relacion significativa entre la longitud
del gonopterigio y la Ly, ni con el modelo lineal (r* = 0.28,
P < 0.05) ni con el no lineal (Fig. 8).

DISCUSION

En el presente estudio se registrd una nueva talla maxima
(1,530 mm L;) para M. henlei, considerablemente mayor
que lo reportado para esta especie en el golfo de California
(905 mm L;) (Pérez-Jiménez y Sosa-Nishizaki 2008), frente
a California (1,000 mm L;) (Yudin y Cailliet 1990) y frente
a Costa Rica (665 mm L;) (Clarke et al. 2014). Especies
similares presentes en el area, como Mustelus californicus y
Mustelus lunulatus, tienen caracteristicas conspicuas, como
dientes diferentes, y no presentan margenes oscuros deshila-
chados en la aleta dorsal como M. henlei, por lo que consi-
deramos que la probabilidad de identificacion erronea de la
especie es baja.

Las diferencias en las tallas en las diferentes regiones
podrian atribuirse a diferencias poblacionales, pero también
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Figure 8. Relation between testicle length and total length
for Mustelus henlei males sampled off the west coast of Baja
California Sur.

Figura 8. Relacion entre la longitud del testiculo y la longitud

total para los machos de Mustelus henlei muestreados en la costa
occidental de Baja California Sur.
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lunulatus, have conspicuous features, like different teeth,
and never dark broadly frayed margins on the dorsal fin, like
M. henlei, and we thus consider that the probability of species
misidentification is low.

The difference in specimen sizes among different regions
could be attributed to population differences, but it could
also be attributed to the selectivity of fishing gear and to
the fishing zone. Mustelus henlei is caught off the western
coast of BCS (present study) using gillnets with a mesh
size of 150 mm at a depth of approximately 100 m, and in
the Gulf of California it is mainly caught with bottom-set
longlines, trawl nets, and gillnets with smaller mesh size
(100 mm) at depths between 80 and 100 m (Pérez-Jiménez
and Sosa-Nishizaki 2008). Off California M. henlei is caught
with gillnets, trammel nets, otter trawls, and hooks, but only
in shallow waters not exceeding 38.1 m (Yudin and Cailliet
1990).

Female M. henlei in the study area showed larger sizes
than males, similar to that reported for this species in the
Gulf of California (Pérez-Jiménez and Sosa-Nishizaki
2008), off California (Yudin and Cailliet 1990), and off
Costa Rica (Clarke et al. 2014) and for other mustelids, such
as M. antarcticus (Walker 2007), Mustelus canis (Conrath
and Musick 2002), Mustelus lenticulatus (Francis and Mace
1980), and M. manazo (Tanaka and Mizue 1979). This differ-
ence in size could be associated with a reproductive strategy,
as females need a bigger size to keep embryos inside their
bodies (Walmsley-Hart et al. 1999).

Seasonal variation in the abundance of M. henlei in
landings along the western coast of BCS could be due to
migratory behavior associated with reproductive or dietary
factors (Campos et al. 2009). Migratory behavior asso-
ciated with species reproduction has been suggested to
ensure that embryos are exposed to favorable temperatures
during their development (Francis 1988). In addition, the
search for food to increase energy reserves for the nutri-
tion of embryos during their development has been stated
as an explanation for M. lenticulatus migration (Francis and
Mace 1980, Francis 1988). The western coast of BCS is
characterized by high productivity rates in different regions
and seasons. Since prey are found in high-productivity
areas, several elasmobranchs migrate along the peninsula
following their prey (Block et al. 2011). However, the lack
of telemetry studies limits knowledge on the causes for
M. henlei migration.

In the present study we estimated Ly, for M. henlei off the
west coast of BCS for the first time using a logistic model.
Maturity stages were determined and validated through his-
tological analysis. Likewise, L, 5, was estimated for the first
time for this species. Estimating L, 5, allowed us to vali-
date the annual reproductive cycle of M. henlei in Bahia
Tortugas. Though we could not validate this for the southern
and central portions of the west coast of BCS, the presence
of fully developed embryos and large oocytes (up to 12 mm)
indicate that the reproductive cycle might not be different
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podrian atribuirse a la selectividad del arte de pesca empleado
y a la zona de captura. Mustelus henlei es capturada en la
costa occidental de BCS (presente estudio) mediante redes
de enmalle con luz de malla de 150 mm colocadas a profun-
didades de hasta 100 m, mientras que en el norte del golfo
de California la captura se realiza con palangres de fondo,
redes de arrastre y redes de enmalle con una luz de malla
mas pequefia (100 mm) a profundidades de entre 80 y 100 m
(Pérez-Jiménez y Sosa-Nishizaki 2008). Frente a California,
M. henlei es capturada por medio de redes de enmalle, redes
de trasmallo, redes de arrastre y anzuelos, pero a profundi-
dades no mayores que 38.1 m (Yudin y Cailliet 1990).

Las hembras de M. henlei presentaron tallas mas grandes
que los machos en el area de estudio, similar a lo reportado
para la especie en el golfo de California (Pérez-Jiménez y
Sosa-Nishizaki 2008), frente a California (Yudin y Cailliet
1990) y frente a Costa Rica (Clarke et al. 2014) y para otros
mustélidos como M. antarcticus (Walker 2007), Mustelus
canis (Conrath y Musick 2002), Mustelus lenticulatus
(Francis y Mace 1980) y M. manazo (Tanaka y Mizue 1979).
Estas diferencias en tamafio podrian estar relacionadas a la
estrategia reproductiva, ya que las hembras necesitan de un
mayor tamaflo para mantener a los embriones dentro de su
cuerpo (Walmsley-Hart et al. 1999).

La estacionalidad en la variacion de la abundancia de
M. henlei en las capturas a lo largo de la costa occidental
de BCS pudiera deberse a un comportamiento migratorio
asociado a factores reproductivos o de alimentacion (Campos
et al. 2009). Se ha sugerido que el comportamiento migra-
torio asociado a la reproduccion asegura que los embriones
estén expuestos a temperaturas favorables durante su desa-
rrollo (Francis 1988). Asimismo, la bisqueda de alimento
para aumentar las reservas de energia para la nutricion de los
embriones durante su desarrollo ha sido sugerida como una
explicacion para la migracion de M. lenticulatus (Francis y
Mace 1980, Francis 1988). La costa occidental de BCS se
caracteriza por las altas tasas de productividad en diferentes
regiones y temporadas. Esto propicia que diferentes especies
de elasmobranquios puedan realizar migraciones a lo largo de
la peninsula en busca de sus presas (Block et al. 2011). Sin
embargo la falta de estudios de telemetria limita el conoci-
miento de las causas de migracion para M. henlei.

En el presente estudio se estimo, por primera vez, la Ly,
para M. henlei frente a la costa occidental de BCS con base en
un modelo logistico. Ademas, los estadios de madurez fueron
determinados y validados mediante el analisis histologico. Por
otra parte, se estimo por primera vez la L 4, para la especie.
La estimacion de L, 5, permitio validar que M. henlei presenta
un ciclo reproductivo anual en bahia Tortugas. Aunque esto
no pudo ser validado para el sur y centro de la costa occi-
dental de BCS, la presencia de embriones completamente
desarrollados y de ovocitos grandes (hasta 12 mm) indica
que el ciclo reproductivo podria no ser diferente a lo encon-
trado en bahia Tortugas. Se recomienda muestrear hembras
prefladas en estas areas durante todo el afio.
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from what was found in Bahia Tortugas. We recommend
sampling pregnant females in these areas all year around.
Previous studies on elasmobranch reproduction deter-
mined maturity stages according to the macroscopic exam-
ination of reproductive organs and the external characteristics
of organisms (Yudin and Cailliet 1990, Pérez-Jiménez and
Sosa-Nishizaki 2008, Clarke et al. 2014). In the present study
the histological analysis was used for the first time as a com-
plementary tool to increase knowledge on the reproduction
of M. henlei and to validate macroscopic observations. Both
males and females off the west coast of BCS reach maturity
at a larger size than do the stocks from the Gulf of California
(Pérez-Jiménez and Sosa-Nishizaki 2008), California (Yudin
and Cailliet 1990), and Costa Rica (Clarke et al. 2014)
(Table 2). However, this comparison should be taken with
caution, as different criteria were used to determine matu-
rity. Yudin and Cailliet (1990) used the relationship between
clasper length and T, for males and the presence of embryos
and oocytes >10 mm in diameter for females. Pérez-Jiménez
and Sosa-Nishizaki (2008), on the other hand, used the length
and condition of claspers (free rotation) for males and oocytes
diameter, size of oviducal gland, and uterus width (>8.1 mm,
>11 mm, and >12 mm, respectively) for females. Clarke et
al. (2014) used the length and condition of claspers (calci-
fication) for males and the presence of oocytes in the ovary
and the development of the oviducal gland for females. In
the present study, we used the histological analysis of testi-
cles and the length and condition of claspers (free rotation
and complete calcification) for males and the presence of
embryos, presence of oocytes >6 mm in diameter, and histo-
logical analysis of ovaries and oviducal glands for females.
Differences in fecundity were also observed in com-
parison with the California, Gulf of California, and Costa
Rica stocks (Yudin and Cailliet 1990, Pérez-Jiménez and
Sosa-Nishizaki 2008, Clarke et al. 2014) (Table 1). Differ-
ences in reproductive parameters (e.g., length at maturity and
fecundity) can be attributed to variations in water temperature
at each study area. In the northern Gulf of California region,

Los estudios previos sobre la reproduccion de elasmo-
branquios se basaron en estadios de madurez determinados
por el analisis macroscopico de los drganos reproductores
y en las caracteristicas externas de los organismos (Yudin
y Cailliet 1990, Pérez-Jiménez and Sosa-Nishizaki 2008,
Clarke et al. 2014). En el presente estudio el analisis histo-
logico fue realizado por primera vez como una herramienta
complementaria para aumentar el conocimiento de la repro-
duccion de la especie y validar las observaciones macrosco-
picas. Se observo que tanto machos como hembras de la costa
occidental de BCS alcanzan la madurez a mayores tallas que
las poblaciones del golfo de California (Pérez-Jiménez y
Sosa-Nishizaki 2008), California (Yudin y Cailliet 1990) y
Costa Rica (Clarke et al. al 2014) (Tabla 2). Sin embargo,
esta comparacion debe tomarse con precaucion, ya que
los estudios anteriores utilizaron diferentes criterios para
determinar la madurez. Yudin y Cailliet (1990) utilizaron
la relacion entre la longitud de los gonopterigios y L; para
machos y la presencia de embriones y ovocitos con didametro
>10 mm para las hembras. En cambio, Pérez-Jiménez y
Sosa-Nishizaki (2008) utilizaron la longitud y condicion
de los gonopterigios (libre rotacion) para los machos y el
diametro de los ovocitos, el tamafio de la glandula oviducal
y el ancho del utero (>8.1 mm, >11 mm y >12 mm, respec-
tivamente) para las hembras. Clarke et al. (2014) utilizaron
la longitud y condicion de los gonopterigios (calcificacion)
para los machos y la presencia de ovocitos en el ovario y
el desarrollo de la glandula oviducal para las hembras. En
el presente estudio se utilizaron los andlisis histologicos
del testiculo y la longitud y condicion de los gonopterigios
(libre rotacion y calcificacion completa) para los machos
y la presencia de embriones, la presencia de ovocitos con
didmetro >6 mm y los analisis histologicos del ovario y de la
glandula oviducal para las hembras.

Se encontraron diferencias en la fecundidad en compara-
cion con las poblaciones de California, el golfo de California
y Costa Rica (Yudin y Cailliet 1990, Pérez-Jiménez y
Sosa-Nishizaki 2008, Clarke et al. 2014) (Tabla 1). Las

Table 2. Comparison of reproductive parameters for Mustelus henlei populations in the eastern Pacific. T, = total length.
Tabla 2. Comparacion de los parametros reproductivos de poblaciones de Mustelus henlei en el Pacifico oriental. T, = longitud total.

California Gulf of California West coast of Baja

(Yudin and (Pérez-Jiménez and Costa Rica California Sur
Reproductive parameter Cailliet 1990) Sosa-Nishizaki 2008)  (Clarke et al. 2014) (present study)
Reproductive cycle - Annual - Annual
Length at maturity for males (mm T,) 510-630 550-560 372 635
Length at maturity for females (mm T,) 520-660 570—660 397 658
Length at birth (mm T,) 190-300 280 - 352
Fecundity 1-10 1-21 1-12 4-20
Pregnancy period (months) 10-11 10 - 10-11
Parturition period — January—April — May—June
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sea surface temperature varied from 18 to 28 °C (Escalante
et al. 2013) and off the California coast it varied from 18 to
20 °C (Nezlin et al. 2004); these temperatures are consider-
ably different from sea surface temperature off the west coast
of BCS (12-30 °C) (Sicard-Gonzalez et al. 2012).

The number of embryos that a female can produce is highly
variable among elasmobranchs. The relationship between the
number of embryos and T,, such as that found for M. henlei
in the present study, has been reported for some species, for
example M. antarcticus (Walker 2007), M. lunulatus, and
M. californicus (Pérez-Jiménez and Sosa-Nishizaki 2010).
This relationship implies that larger females can have larger
litter sizes (Clarke et al. 2014), which could explain a relation
between the capacity of the population to increase in size and
the number of larger females.

The breeding period in the study area was estimated
to occur from May to June, according to the April records
of embryos with sizes close to the reported size at birth
(28 mm T,) for the northern Gulf of California region,
though breeding in the northern gulf region had been esti-
mated to occur from January to April (Pérez-Jiménez and
Sosa-Nishizaki 2008). This difference can be attributed to
environmental conditions as well. The association between
breeding period and temperature variation has also been
reported for M. antarcticus (Walker 2007) and M. manazo
(Yamaguchi et al. 2000).

Many mustelids have annual reproductive cycles, and
such is the case for M. antarcticus off the southwestern coast
of Australia (Walker 2007), M. lenticulatus off New Zealand
(Francis and Mace 1980), M. canis in the northwestern
Atlantic Ocean (Conrath and Musick 2002), and M. manazo
off Japan (Yamaguchi et al. 2000). Considering that maximum
follicle size and fully developed embryos occurred simultane-
ously in April, M. henlei could too show a continuous annual
reproductive cycle off the west coast of BCS. However, some
populations have been shown to present different periodicity
in relation to environmental conditions (Walker 2007).

The reproductive system of elasmobranchs has undergone
evolutionary modifications and/or adaptations (Hamlett 2005).
Some species, like Squalus acanthias, Squalus brevirostris,
Notorynchus masculatus, and Carcharhinus anguineus, have
2 functional ovaries (Lutton et al. 2005). Other species, like
M. henlei, have only 1 functional ovary, where oogenesis
and the synthesis and secretion of hormones occur (Lutton
et al. 2005). This condition has also been observed in other
Mustelus species (Carrier et al. 2004), such as M. antarcticus
(Walker 2007), M. lunulatus, and M. californicus (pers. obs.).

Oogenesis in elasmobranchs has been recorded to occur
at an early age and oogonia are only observed during embry-
onic development (McMillan 2007, Serra-Pereira et al. 2011),
so early stages of oogenesis can occur in immature females
(Serra-Pereira et al. 2011). This was corroborated with the
histological images of the first stages of development of the
previtelogenic follicles found in immature M. henlei females
showing early oogenesis.

135

diferencias en los parametros reproductivos (e.g., talla de
madurez y fecundidad) podrian ser atribuidas a las varia-
ciones en la temperatura del agua de cada zona de estudio. En
la zona norte del golfo de California, la temperatura superfi-
cial del mar vario de 18 a 28 °C (Escalante et al. 2013) y en
las costas de California la temperatura varié de 18 a 20 °C
(Nezlin et al. 2004), temperaturas que son considerablemente
diferentes a las que se han registrado para la costa occidental
de BCS (12-30 °C) (Sicard-Gonzalez et al. 2012).

El numero de embriones que puede producir una hembra
es ampliamente variable entre los elasmobranquios. La rela-
cion entre el nimero de embriones y la L, como lo encon-
trado para M. henlei en el presente estudio, ha sido reportada
para otras especies, por ejemplo, M. antarcticus (Walker
2007), M. lunulatus y M. californicus (Perez-Jimenez y
Sosa-Nishizaki 2010). Esta relacion implica que las hembras
mas grandes pueden tener un tamaflo de camada mas grande
(Clarke et al. 2014), lo cual podria relacionar la capacidad
de la poblacion para aumentar en tamafio con el nimero de
hembras mas grandes presentes.

Se estimo6 que el periodo de nacimiento para el area estu-
diada es de mayo a junio, con base en el registro de embriones
de abril con talla cercana a la talla de nacimiento reportada
(28 mm L) para el norte del golfo de California, aunque para
el norte del golfo se habia estimado que el periodo de naci-
miento era de enero a abril (Pérez-Jiménez y Sosa-Nishizaki
2008). Esta diferencia podria atribuirse a las condiciones
ambientales. La asociacion entre el periodo de alumbramiento
y la variacion en la temperatura también ha sido reportada
para M. antarcticus (Walker 2007) y M. manazo (Yamaguchi
et al. 2000).

Varias especies de mustélidos presentan un ciclo repro-
ductivo anual, como sucede con M. antarcticus en la costa
suroccidental de Australia (Walker 2007), M. lenticulatus
frente a en Nueva Zelanda (Francis y Mace 1980), M. canis
en el noroeste del océano Atlantico (Conrath y Musick 2002)
y M. manazo frente a Japon (Yamaguchi et al. 2000). Consi-
derando que el maximo tamafio de los foliculos y el completo
desarrollo embrionario ocurrieron simultineamente en abril,
es posible proponer que M. henlei presenta un ciclo repro-
ductivo anual continuo en la costa occidental de BCS. Sin
embargo, se ha demostrado que algunas poblaciones pueden
presentar diferentes periodicidades, en relacion con las condi-
ciones ambientales (Walker 2007).

El aparato reproductor de los elasmobranquios presenta
modificaciones y/o adaptaciones evolutivas (Hamlett
2005). Algunas especies, como Squalus acanthias, Squalus
brevirostris, Notorynchus masculatus y Carcharhinus
anguineus, tienen 2 ovarios funcionales (Lutton et al. 2005).
Otras especies, como M. henlei, presentan solo 1 ovario
funcional, donde sucede el proceso de ovogénesis y la sintesis
y secrecion de hormonas (Lutton et al. 2005). Esta condicion
se presenta también en otras especies del género Mustelus
(Carrier et al. 2004), como M. antarcticus (Walker 2007),
M. lunulatus y M. californicus (obs. pers.).
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In males, testicle development is marked by cell differ-
entiation and growth, which are associated with changes in
the diameter and composition of spermatic cysts (Maruska et
al. 1996). Immature males showed the first stages of sper-
matogenesis: germinal epithelium, cells not well-organized,
and/or primary spermatogonia. Primary spermatogonia were
in active multiplication by mitosis and were aligned in the
basal membrane, showing heterochromatin granules in the
nucleosome and cytoplasm with limited presence of organ-
elles (where mitochondria predominate). The nuclei of Sertoli
cells were aligned toward the lumen of spermatic cysts.

In the present study we confirmed that semen storage
occurs in the oviducal glands of M. henlei. This phenomenon
has been reported for other mustelids, such as M. antarcticus,
which has a short storage period between postpartum and the
following ovulation (Walker 2007). Other sharks in which
semen storage has been known to occur are lago omanensis
(Hamlett et al. 2002), Prionace glauca, Lamna nasus,
Carcharhinus obscurus, Carcharhinus plumbeus, Galeocerdo
cuvier, Sphyrna lewini, and Sphyrna tiburo (Pratt 1993).

Fertilization in elasmobranchs is internal and occurs in the
oviducal gland, where semen can be stored for days, months,
or years in the terminal zone as dense packages or in a loosely
packed form depending on the species (Hamlett et al. 2005).
This allows females to ensure fertilization and control the
moment of fecundation while considering the optimum
environmental conditions for the survival of the offspring
(Maruzka et al. 1996). This strategy is used mainly by highly
migratory species or those that present strong segregation by
sex (Pratt 1993).

Sperm cells were found in acini on the periphery of the
terminal zone of the oviducal gland and were associated with
the mucous membrane of ciliated cells. Pratt (1993) deter-
mined that the storage period depends on the position of
sperm inside the oviducal glands. The activity of acini in the
terminal zone is associated with the storage, transport, and
preservation (nutrition) of sperm cells inside the oviducal
gland until the moment of fertilization (Hamlett et al. 2002).
Because sperm were loosely packed in tubules, with heads
away from the lumen, we can state that the period of semen
storage in M. henlei is short.

Semen storage in males occurs in the seminal vesicles
(Pratt and Tanaka 1994). In M. henlei storage of sperm cells
occurred as spermatozeugmata, which are organized masses
of free semen that are attached to a cohesive matrix that is
ovoid or spherical in shape (Pratt and Tanaka 1994). This type
of aggregation has been reported for other shark species too,
such as S. lewini, P. glauca, and Carcharhinus falciformis
(Pratt and Tanaka 1994). Semen packaging could be a highly
efficient strategy to transfer semen to females, with lower
losses during copulation compared with semen in liquid form
(Matthews 1950).

The reproductive parameters estimated for M. henlei in
the present study (relatively high fecundity, annual reproduc-
tive cycle, and early maturation) allow us to suggest that, like
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Se ha registrado que la ovogénesis en elasmobran-
quios ocurre a una edad temprana y las ovogonias s6lo se
observan durante el desarrollo embrionario (McMillan 2007,
Serra-Pereira et al. 2011), de modo que las hembras inma-
duras pueden presentar algiin estado inicial de ovogénesis
(Serra-Pereira et al. 2011). Esto fue corroborado por las
imagenes histologicas de las primeras etapas de desarrollo de
los foliculos previtelogénicos encontradas en hembras inma-
duras de M. henlei que presentaron ovogénesis temprana.

En los machos, el desarrollo de los testiculos esta caracte-
rizado por la diferenciacion y maduracion celular, asociadas
con cambios en la composicion y didmetro de los espermato-
cistos (Maruska et al. 1996). Los machos inmaduros presen-
taron las primeras fases de la espermatogénesis: epitelio
germinativo, células poco organizadas y/o espermatogonias
primarias. Las espermatogonias primarias se encontraron en
multiplicacion activa por mitosis y alineadas en la membrana
basal, y presentaron granulos de heterocromatina en el nucleo-
soma y un citoplasma con reducida presencia de organelos
(en donde predominan las mitocondrias). Los nucleos de las
células de Sertoli se encontraron alineados hacia el lumen del
espermatocisto.

En el presente estudio se confirmo que el almacenamiento
de semen ocurre en las glandulas oviductales de M. henlei.
Este fenémeno ha sido reportado para otras especies de
mustélidos, como M. antarcticus, que presenta un periodo
corto de almacenamiento entre el final del periodo de parto
y el siguiente periodo de ovulacion (Walker 2007). Otros
tiburones en los cuales se ha reportado almacenamiento de
semen son lago omanensis (Hamlett et al. 2002), Prionace
glauca, Lamna nasus, Carcharhinus obscurus, Carcharhinus
plumbeus, Galeocerdo cuvier, Sphyrna lewini y Sphyrna
tiburo (Pratt 1993).

La fertilizacion en los elasmobranquios es interna y sucede
en la glandula oviducal, donde el semen puede ser almace-
nado por dias, meses o aflos en la zona terminal, en paquetes
densos o de forma libre dependiendo de la especie (Hamlett
et al. 2005). Esto permite que la hembra pueda garantizar la
fertilizacion y controlar el momento de la fecundacion consi-
derando las condiciones ambientales Optimas para la super-
vivencia de las crias (Maruzka et al. 1996). Esta estrategia
es utilizada principalmente por especies altamente migrato-
rias o que presenten una marcada segregacion por sexo (Pratt
1993).

Los espermatozoides fueron localizados en los acinos de
la periferia de la zona terminal de la glandula oviducal, y
estuvieron asociados a la membrana mucosa de las células
ciliadas. Pratt (1993) determiné que el tiempo de almacena-
miento depende de la posicion del esperma en la glandula
oviducal. La actividad de los acinos en la zona terminal esta
relacionada con el almacenamiento, transporte y manteni-
miento (nutricion) de los espermatozoides dentro de la glan-
dula oviducal hasta el momento de la fertilizacion (Hamlett et
al. 2002). Debido a que los espermatozoides estaban de forma
libre en los tabulos con la cabeza lejos del lumen, podemos
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other mustelids, this species has relatively high biological
productivity among elasmobranchs (Walker 2005b). We also
defined differences in some reproductive parameters between
M. henlei and other stocks in Mexican and United States
waters, highlighting the need for regionalizing protective or
fishing management measures for this species by taking into
account the reproductive aspects of each stock.

The restrictions implemented in 2012 to the Mexican
elasmobranch fishery, including the yearly closed fishing
season from 1 May to 31 July (DOF 2007), apparently protect
M. henlei off the west coast of BCS during the reproductive
period. However, the present study provides new information
on the reproductive biology of M. henlei for different regions
along the west coast of BCS, which could contribute to
improve fishery management measures for the sustainable use
of this resource. Our results show that the northwestern coast
of BCS is an important reproduction area, where up to 95%
of M. henlei catches in August are pregnant females; there-
fore, an extension of the closed fishing season can be sug-
gested for this area. On the other hand, on the southwestern
coast of BCS, females with embryos nearly ready for birth
can be found in April, and it would be important to consider
this for the protection of this species as well. These results
show the importance of the regionalization of conservation
and management measures based on our new findings on the
reproductive biology of M. henlei, considering the spatial and
temporal distribution of this species.
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