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RESUMEN

El presente estudio tuvo como objeto realizar comparaciones de calidad de huevo
entre reproductores de un afio de cautiverio y silvestres de botete diana (Sphoeroides
annulatus) capturados en la temporada de reproduccién. Los pardmetros observados de
los grupos experimentales fueron peso, longitud, fecundidad relativa de las hembras,
didmetro de huevos, porcentaje de fertilizacién, porcentaje de divisiones celulares
simétricas, tiempo de incubacién y eclosién. Los pardmetros ambientales (temperatura,
oxigeno disuelto y salinidad) se obtuvieron del sistema experimental. Las longitudes,
pesos, fecundidad relativa de las hembras y los pardmetros ambientales durante el
periodo incubatorio no difirieron significativamente (p<0.05), entre tratamientos y fueron
adecuados para el desarrollo embrionario. Altos valores de fertilizacién (entre 82-100%;
94.534£5.32%) y eclosién (47.30-98.42%; 82.92+13.71%) fueron encontrados para ambos
tratamientos en todos los casos. No se encontraron diferencias significativas entre la
fertilizacién (95.200£5.596 y 93.867+5.153%) y la eclosién (82.603+16.961% 'y
83.216%10.100%) de huevos silvestres y de cautiverio; solamente el porcentaje de
divisiones simétricas fue significativamente diferente (p<0.05; 96.667+4.451 y
94.26713.369%). No se encontrd correlacién alguna entre los pardmetros de fertilizacién,
divisiones simétricas, didmetro de huevo, fecundidad relativa, longitud de hembra,
tiempo de incubacién, temperatura y oxigeno disuelto (OD) contra la eclosién. Se
observo, que el porcentaje de fertilizacion se mantiene alto hasta 10 horas después de la
ovulacién, sin embargo la sobrevivencia de los embriones a las 48 horas de incubacién
disminuye de 91.707% a 50.043% después de la segunda hora post -ovulatoria.

Se concluye que no existe ventaja alguna de los huevos de reproductores
silvestres sobre los de un afio de cautiverio. Al parecer, ninguno de los pardmetros
(fertilizacion, divisiones simétricas, didmetro de huevo, fecundidad relativa) refleja la
calidad de huevo al momento de la eclosion. Sin embargo, la calidad de huevo disminuye
después de 2 horas post-ovulacién y es necesario fertilizarlos en este periodo para
asegurar la obtencién de huevos de alta calidad. Estos resultados muestran que huevos de
buena calidad pueden ser obtenidos de peces en cautiverio, siendo esta caracteristica
indispensable en especies con potencial acuicola y de principal importancia para el sector
productivo y con fines de investigacion. Ademds, con la informacién encontrada se puede
mejorar el manejo de los tiempos de fertilizacién para optimizar e incrementar la calidad
y nimero de larvas producidas en cautiverio.
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1. INTRODUCCION
1.1 Estatus de la acuicultura a nivel mundial

Durante las pasadas tres décadas, la acuicultura se ha desarrollado como el
sector de mas rdpido crecimiento en la produccién de alimentos del mundo. La
acuicultura es altamente diversa y contempla un amplio espectro de técnicas,
métodos, sistemas, précticas y operaciones que van desde sistemas sencillos de
traspatio, hasta sistemas intensivos de produccién masiva comercial. Una gran
proporcién de la produccién acuicola viene de pequefios productores de paises en
vias de desarrollo y de paises con bajos ingresos y déficit alimentario (Low Income
Food Déficit Countries “LIFDCs”), los cuales contribuyen a la seguridad
alimenticia, a la reduccion de la pobreza y al bienestar social en muchos paises (Jia
Jiansan et al., 2000).

La produccién  acuicola mundial esta dominada por paises LIFDCs,
principalmente asiéticos encabezados por China, la cual reporté incrementos en su
produccién de 0.7 millones de toneladas por afio hasta 1992, afio a partir del cual su
produccién anual se elevé a 2.6 millones de toneladas. Africa es uno de los
continentes que aunque cuenta con poca tradicién acuicola, ha elevado su produccién
de 37,000 toneladas en 1984 a 189,000 para 1998 en su mayoria proveniente del
cultivo de carpa y tilapia (Fuente: FAQOa). Para el periodo de 1998-99, la produccion
mundial de la acuicultura se incrementé de 30.8 a 33.3 millones de toneladas
mientras que la regién Asidtica (particularmente China) continué dominando la
produccién acuicola mundial con un 89 % del volumen total (Fuente FAOb).

Los planes futuros de desarrollo de esta actividad deben reconocer las

considerables diferencias existentes en las dimensiones geografica, cultural, social,




econémica y técnica y poner particular atencién en la aportacién potencial que la
acuicultura podria hacer a la seguridad alimentaria y a la reduccién de la pobreza
(tomado de FAOb). La proyeccién para el afo 2010 segin la FAOb es que la
produccion pesquera mundial total (incluyendo acuicultura) se encuentre entre las
107 y 144 millones de toneladas. De este gran total, la mayor parte del incremento en

la produccion de pescado serd proveniente de la acuicultura.

1.2 Acuicultura en México

México posee 11,592.77 Km de litoral, una plataforma continental de
357,795 Km? y 27946,825 Km? de Zona Exclusiva Econémica con aproximadamente
1’500,000 ha de lagunas costeras, esteros y bahias litorales con caracteristicas
oceanograficas adecuadas para desarrollar la acuicultura (Avilés, 2000). También
cuenta con una amplia diversidad de especies tropicales y subtropicales de alta
demanda en el mercado nacional e internacional, que permiten considerarlo como un
pais de alto potencial acuicola. Sin embargo, el desarrollo de la acuicultura se ha
limitado a una cuantas especies de peces y crustaceos dulceacuicolas como los
langostinos del género Machrobrachium sp. y al cultivo marino de moluscos
bivalvos y crusticeos como camarones peneidos, descuiddndose el potencial que
ofrece el cultivo de especies marinas como cabrilla, robalos, pargos, pdmpanos,
lenguados y corvinas de alto valor comercial (Avilés, 2000).
Los trabajos de acuicultura en México en cuanto a peces se refiere, se han
desarrollado principalmente en aguas interiores con una gran predominancia del
cultivo de especies exéticas sobre las autoctonas y principalmente desde un enfoque

de piscicultura de siembra o de repoblacién. En cuanto a los grupos de peces mas




cultivados, con mayor éxito se tiene a las tilapias las cuales son especies que
representan més del 60% del cultivo de los centros acuicolasy productores del sector
(Alvarez, 2000).

Actualmente se estdn desarrollando cultivos experimentales a partir de la
colecta de peces silvestres, fortaleciendo al mismo tiempo la investigacién bioldgica
y el desarrollo tecnoldgico para diversificar la actividad acuicola, incrementar la
produccién y generar divisas para el pais (Avilés, 2000). Con tal objeto, se han dado
los primeros avances en piscicultura marina en la porciéon noroeste del Pacifico
Mexicano con el proyecto de repoblacién de Totoaba (Tofoaba macdonaldi) y
engorda de atin en jaulas flotantes, en el Golfo de California con la produccién de
semilla de cabrilla (Paralabrax sp.) y su engorda en jaulas, en donde también se ha
experimentado con algunas especies de pargos (Lutjanus sp.) en jaulas. En las costas
de Sinaloa y Sonora se ha practicado el cultivo del pargo amarillo en jaulas flotantes,
mientras que en la costa occidental de Baja California Sur se realizan estudios para el
cultivo de Jurel aleta amarilla (Seriola lalandi). En el Litoral del Golfo de México los
trabajos sobre cultivo experimental de peces marinos se ha enfocado practicamente al
estudio del robalo (Centropomus undecimalis), huachinango (Lutjanus
campechanus), corvina roja (Sciaenops ocellatus), pAmpano y palometa (Trachinotus
carolinus y T. falcatus) y boquinete (Lachnolaimus maximus) (Avilés, 2000).

En las costas de Sinaloa el botete diana (Sphoeroides annulatus) representa
una pesqueria riberefia importante debido al alto valor en el mercado regional. En el
CIAD Mazatlan se tienen dos afios trabajando con la biologia reproductiva de la
especie y un poco menos de tiempo con cultivos piloto de botete diana en jaulas y

estanques camaronicolas (Abdo y Duncan, 2002).




4

Los principales factores que limitan el cultivo de peces marinos en México y el
mundo son los problemas asociados a aspectos reproductivos y de cultivo de larvas;
el suministro de dietas balanceadas adecuadas para cada especie y la prevencién de
enfermedades y seleccion de sitios (Avilés, 2000).

El control sobre la reproduccién es esencial para el éxito de la acuicultura y debe
tener en consideracién los factores externos que la regulan (Bardach, 1978). Uno de
los principales problemas de reproduccién en peces es que la mayoria no desovan en
cautiverio, y aquellos que lo logran, lo hacen de manera asincrénica o en momentos
no deseados por el productor para poder optimizar y manejar eficientemente sus
recursos (Yaron y Zohar, 1993). Cambios adversos en el medio ambiente y una
nutricién inadecuada son factores estresantes que pueden afectar la fecundidad y la
calidad de los gametos (Schreck et al., 2001). La temperatura y el fotoperiodo son
algunos de los factores mas importantes a considerar ya que actian a través del
sisterna nervioso y pueden afectar el ciclo reproductivo principalmente en peces que

desovan anualmente (Reinert, 1980).

1.3 Factores relevantes en la reproduccion de peces.

El medio ambiente acudtico abarca una amplia variedad de parametros y
practicamente todos ellos influyen en la homeostasis de los organismos, siendo
esenciales para el crecimientoy la reproduccién de los peces (Roberts, 1981). Dentro
de los mds importantes se encuentran los factores ambientales, el estrés, las

enfermedades o patégenos y la nutricién o disponibilidad de alimento (Fig. 1).
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Figura 1.- Resumen de factores sugeridos de calidad de huevos y larvas (Tomado de
Bromage, 1995).

1.3.1 Estrés

El estrés es uno de los factores mas importantes que afectan los procesos
fisiolégicos normales de los peces y es usado para describir las respuestas a cambios
stbitos en las condiciones de crianza (Lee y Donaldson, 2001). Estos autores
también argumentan que el estrés afecta a los peces en todos sus estadios y el efecto
puede variar conforme a la especie y etapa de maduracién. Es necesario llevar acabo

estudios sobre estrés en la reproduccién para poder controlar sus efectos. No se




conocen los efectos del manejo o comportamiento del pez sobre la fecundidad y
calidad de huevo en condiciones de estrés. Tampoco se conocen los efectos a largo
plazo de las larvas de reproductores sometidos a estrés, siendo estos ejemplos de

gran reto para la acuicultura (Lee y Donaldson, 2001).

El estrés es causado por cambios rapidos 0 semi-rdpidos desfavorables para la
especie. En el medio natural estos se refieren principalmente a factores fisicos como
la temperatura, corrientes, presion por depredadores etc. En organismos en cautiverio
representa un problema importante ya que las pricticas comunes de manejo de los
sistemas como la limpieza, muestreos, sombras, altas densidades y fluctuaciones de
pardmetros son factores de estrés importantes para los peces. Experimentos hechos
por Mazeaud et al. (1977) sobre los efectos primarios y secundarios del estrés en
peces, indican que salmones del Pacifico sometidos a condiciones estresantes de
manejo (forzados a luchar por 5 minutos) a temperaturas diferentes de las normales,
resultan con niveles de adrenalina de hasta 10 veces mayor que los controles,
encontrando valores entre 4.20 y 21.60 pg/100 ml plasma a los 10 minutos de haber
aplicado el estrés. No se encontré ninguna diferencia significativa entre los
organismos no estresados y los sedados con 2-phenoxyethanol. Ademds se
encontraron valores altos de adrenalina (1.11 y 3.44 pg/100 ml plasma) y
corticoesteroides (32 y 20.1 pg/100 ml plasma) en dos organismos (supuestamente
sin estrés) enfermos por hongos.

El estrés afecta la condicién reproductiva en términos de la calidad de los
gametos o de los progenitores (Schreck et al., 2001). La fisiologia asociada con la

maduracién y el desove parecen estar fuertemente acoplados con el estrés. Las




variables ambientales, y la nutricién, son importantes en las repercusiones de la
calidad de gametos y tiempos de reproduccién. Los efectos del estrés nutricional es
moderado por los efectos en los tiempos de primera madurez o subsecuentes eventos
reproductivos y/o por el mantenimiento de una baja calidad en algunos huevos via
atresia (Schreck et al., 2001).

En experimentos de estrés efectuadbs con trucha (Oncorhynchus mykiss y
Salmo trutta), Campbell ef al. (1994) han demostrado que el volumen y peso de los
huevos provenientes de hembras estresadas por confinamiento durante el periodo de
maduracién resultaron ser significativamente menores (p<0.05) que los observados
en los controles. La sobrevivencia en distintas etapas de desarrollo resultaron mas
altas para los embriones y larvas provenientes de reproductores sin estrés que los
afectados por éste, encontrando las mayores diferencias (68.3% y 95.7 %) en el
estadio de aparicién de los ojos (oculacién) entre los provenientes de reproductores
estresados y sin estrés respectivamente. Esta reduccién en sobrevivencia larval puede
ser debida a las reservas energéticas limitadas designadas a los huevos, ademads del
posible dafio mecéanico producido por el estresor (Schreck ef al., 2001).

Por el contrario, Faulkner y Moberg (1997) probaron que el manejo a corto plazo de
rutinas y préacticas normales de manejo durante la administracién de hormona de
liberacién de gonadotropina andloga (GnRHa por sus siglas en inglés) en machos de
esturion (Acipenser transmontanus) no interfieren con la accién de esta hormona
inductora de secreciébn de hormona gonadotropina (GtH) necesaria para la

espermiacion y ovulacién de muchas especies.




El factor estrés interviene en todas las enfermedades de los peces y puede ser
causado principalmente por la temperatura, el fotoperiodo, la intensidad de la luz y el
hacinamiento o altas densidades.

La temperatura del agua influye sobre ciertas propiedades del medio acudtico
importantes para la salud del pez (Roberts, 1981).

Cuando existe un aumento en el estrés del animal, la resistencia del organismo a
enfermedades disminuye incrementando la posibilidad de que organismos patégenos
invadan o enfermen al animal (Espinoza y Labarta, 1988). Otro factor a considerar
principalmente en el medio de cultivo y el manejo de animales silvestres es que
debido al manejo y los procesos de produccién, se pueden producir lesiones fisicas
que aunque en su origen podrian no ser graves, si pueden facilitar posteriores
infecciones, sobre todo aquellas de tipo bacteriano y fiingico (Espinoza y Labarta,
1988). Las enfermedades en los peces pueden afectar el potencial reproductivo de tal
manera que un pez enfermo o menguado tiende a reducir sus hébitos alimenticios y
muy probablemente a re-direccionar la energia destinada a la reproduccién. Esto es
muy importante antes y durante la temporada de reproduccién. El re-
direccionamiento de energia mds comin afecta la fecundidad y la sobrevivencia
(Schreck et al., 2001).

El control del medio ambiente y factores externos en animales de cautiverio
para la disminucion del estrés, es de gran utilidad para la industria. Ademds es una
herramienta muy potente ya que trabaja al principio de la cadena que controla y
regula la maduracion (Lee y Donaldson, 2001).

Existen diversas enfermedades en peces provocadas por microsporidios que afectan

el desarrollo y proceso reproductivo en general. La plasmodia sporogonial es




provocada por Pleistophora mirandellae en ciprinidos del viejo mundo. Las lesiones
macroscopicas son ficilmente visibles en las génadas de ambos sexos. La infeccién
ocurre en los ovocitos en donde las esporas se insertan dentro del vitelo en
formacion, llegando a ocupar el 20% del total de ovocitos, promoviendo atresia
temprana y fecundidades bajas (Dykov4, 1995).

Otra especie de pez marino del mediterrdneo Dicentrarchus labrax puede ser
infectado por otro microsporidio (Sphaerospora testicularis) el cual reduce

significativamente la fecundidad de los machos (Bobadilla y Pellitero 1990).

1.3.2 Nutriciéon

De acuerdo a De Silva y Anderson (1995) el estado nutricional de los anirﬁales
afecta el potencial reproductivo, dentro de los aspectos nutricionales més importantes
se encuentran: el tiempo de primera madurez, la fecundidad, el tamafio de los
huevos, la calidad de los huevos desde el punto de vista de su composicién, eclosién

y sobrevivencia larval.

Por otro lado, Watanabe (1985) menciona que la nutricién tiene un profundo
efecto sobre el crecimiento gonadal y la fecundidad. También indica que para la
iniciacién de estudios sobre la nutricién de reproductores es necesario primero
evaluar si el desove y la calidad de huevo son afectados por la calidad nutricional de
la dieta de los reproductores.

Cerdd er al. (1994) probaron dos dietas con variacién en el contenido energético
de las mismas (dietal= 51% (p)roteina, 13% (I)ipido y 10% (c)arbohidrato contra

Dieta 2= 34% P, 14% L, 32% C) en lobina europea Dicentrarchus labrax L. y
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encontraron diferencias significativas entre los parametros medidos y la eficiencia
reproductiva entre los animales con suministro de una u otra dieta. Los peces
alimentados con la dieta 2, no mostraron un pico durante la produccién de huevos y
mostraron un periodo de desove ligeramente mayor. La fecundidad relativa
encontrada en peces suministrados con la dieta 2 también fue significativamente
menor a los peces suministrados con la dieta 1. Aunque en el anélisis bromatolégico
de los huevos entre dietas no obtuvo diferencias, los huevos provenientes de
reproductores con la dieta 2, tenfan menos flotabilidad y tasa de eclosién que los
provenientes de padres suministrados con la dieta 1. El 50% de las larvas
provenientes de reproductores con la dieta 2 fueron deformes.

La baja fecundidad reportada en especies marinas puede ser causada por la
deficiencia de un balance nutricional en el sistema endocrino o bien por la restriccién
en la disponibilidad de algin componente bioquimico para la formacién de los
huevos (Izquierdo et al., 2001).

Un estudio de Morehead et al. (2001) en donde evaluaron la diferencia en calidad de
huevo entre organismos silvestres y en cautiverio de Latris lineata a los que se les
ofrecieron diferentes dietas, mostré no haber diferencias en el contenido de lipidos,
sin embargo encontré diferencias significativas entre el didmetro de los huevos
provenientes de reproductores silvestres y los de cautiverio alimentados con pescado
fresco, también encontré diferencias entre los silvestres y los de cautiverio
alimentados con pellets. Los resultados iniciales indicaron que la mejor dieta podria
ser la de pellets, pero aunque en esta ultima se obtuvieron mejores didmetros de
huevo, fecundidad, porcentajes de eclosiony sobrevivencia a los 8 dias post-eclosién

fue significativamente mayor para los animales alimentados con pescado fresco. Los
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autores sugieren que la principal diferencia se encuentra en los valores bajos de
dcidos DHA/EPA que indican que el alimento fresco fue de mejor calidad que las
dietas de pellets suministradas, promoviendo mayor crecimientoy sobrevivencia.

La principal diferencia y problemdtica entre los organismos silvestres y en
cautiverio es la disponibilidad de alimento de buena calidad para los primeros,
mientras que los animales en cautiv-erio se encuentran sujetos a que las dietas
proporcionadas sean de calidad y que satisfagan los requerimientos nutricionales
para cada etapa. Esto es especialmente dificil ya que estos requerimientos varfan
mucho de especie a especie y en sus diferentes etapas. El hecho de que la
necesidades nutricionales sean especie-especificas debe ser tomado en cuenta al
momento de describir algiin pardmetro de calidad de huevo para cierta especie, el
cual puede ser descrito como un pardmetro inefectivo para alguna otra (Kjorsvik er

al., 1990).

1.3.3 Huevos

El desarrollo ovirico de la mayoria de los teledsteos ha sido clasificado como
sincrénico o asincrénico de acuerdo al patrén de ovocitos en el ovario en cualquier
momento dado (Scott, 1987). En peces de ovulaci6n sincrénica existen generalmente
dos poblaciones de ovocitos, una en desarrollo / maduracién préxima a desovar y
otra en estadios mds tempranos que sustituirdn a los primeros eventualmente. En
peces de ovulacién asincrénica, se reclutan ovocitos de una poblacién heterogénea de
ovocitos que pueden madurar y formar varios lotes de huevos durante la temporada

de desove (Scott, 1987).
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Para producir un ovocito viable, es muy probable que se requiera de una
estrecha relacién entre factores endégenos y exdgenos a la génada. Sin embargo no
se sabe si factores “exdgenos” a la génada como las gonadotropinas sean un
prerrequisito para el crecimiento de los ovocitos o solo sirvan para iniciar tal proceso
(Tyler y Sumpter, 1996). El desarrollo ovérico final en peces involucra grandes
cambios fisiolégicos y bioquimicos que resultan en una incorboracién masiva de
lipidos y proteinas a los ovocitos (Zohar er al., 1995).

Muchas especies costeras y la mayor parte de las especies de peces
dulceacuicolas desovan huevos demersales que generalmente son mayores que los
pelagicos y pueden o no ser adhesivos y/o puestos en algin tipo de nido o formacién.
Es sabido que el tamafio de huevo y la fecundidad estdn inversamente relacionadas y
que los huevos de mayor tamafio también necesitan de un mayor periodo de
incubacion (Kjorsvik, 1996). Los peces producen huevos grandes y con vitelo
abundante, particularmente aquellos que se fijan a substratos (Tyler y Sumpter,
1996).

Los problemas concernientes a calidad de huevo o viabilidad de huevos han
recibido una atencién creciente en relacién con el cultivo y la valoracién de la
reproduccion y reclutamiento de peces silvestres. La variacién de la calidad de los
huevos es uno de los principales factores limitantes para la produccién exitosa de
grandes volimenes de juveniles, debido a que una mala calidad de huevo disminuye
el potencial de sobrevivencia de la larva eclosionada. La calidad de huevo puede ser
definida como: el potencial de los huevos para producir larvas viables. La viabilidad
de los huevos y larvas con vitelo estd influenciada por factores paternales y

medioambientales (Kjorsvik, 1996).
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Se ha visto que diversos factores biéticos y medioambientales tienen influencia en la
fecundidad y didmetro de huevo. Entre algunos de los factores medioambientales
mds importantes se encuentran la temperatura, salinidad, estrés mecanico y luz, pero
también la microbiologia y la exposicién a antibidticos afectardn el potencial de
sobrevivencia (Fig. 1). Por otro lado, la calidad de las larvas al momento de ingerir
alimento por pfimera vez se verd afectada por su historial ambiental (Bromage,
1995).

Los huevos de buena calidad normalmente estin definidos como aquellos que
exhiben niveles bajos de mortalidad durante la fertilizacién, la aparicién de
estructuras oculares en el embrién, eclosién, primera alimentacién y aquellos que
produzcan los animales de mejor y mayor crecimiento. No existe ningin acuerdo
general sobre niveles de mortalidad que definan una buena calidad de huevos; ni
siquiera se conocen adecuadamente los factores responsables de los diferentes
estdndares de calidad. Lo que es claro es que existe considerable variabilidad en la
calidad de los huevos e inclusive entre huevos de reproductores mantenidos bajo las

mismas condiciones (Bromage er al., 1992).

No existe consenso sobre la existencia de métodos confiables para la evaluacién de
calidad de huevos en peces marinos, debido a que se ha notado una poca consistencia
entre los distintos pardmetros en diferentes géneros y especies de peces marinos
(Bromage, 1995) por lo que mientras para algunas especies algunos parametros
(fertilizacién, flotabilidad de huevo, nimero de gotas lipidos, tasa de eclosidn, peso
himedo y seco, composicién bioquimica) son muy eficaces para determinar la

calidad de huevo, para otras no tienen ninguna correlacion o no son aplicables.
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Los principales criterios determinantes en la calidad de huevo fueron descritos por
Kjorsvik er al. (1990) en donde menciona que dentro de los pardmetros con mayor
validez se encuentran los procesos de fertilizacién, propiedades fisicas (apariencia
del corion, forma del huevo, etc.) y fisiol6gicas (variaciones osmoéticas), morfologia
(simetria en primeras divisiones, etc.), tamafio de huevo, contenido quimico y
aberraciones cromosémicas, siendo las dos dltimas de mayor complejidad para su
estudio debido al equipo y técnicas necesarias.

En la lobina europea (Dicentrarchus labrax) se han usado una gran variedad
de criterios para determinar la calidad de huevo, dentro de las que se incluyen
viabilidad, flotabilidad de huevo, tasas de fertilizacién y eclosién, nimero tamafio de
gotas de lipidos, tamario de huevo, peso himedoy seco, incidencia de deformidades,
composicién bioquimica y recientemente ciertos niveles hormonales (Carrillo et al.,
1995). Debido a que la medicién de estos pardmetros no ha sido estandarizada, los
resultados obtenidos por distintos autores no son congruentes, ademds que otros
pardmetros como los pigmentos, micronutrientes y aberraciones cromosémicas
deberdn ser tomadas en cuenta.

La tasa de fertilizacién ha probado ser un buen pardmetro de calidad de huevo
en salménidos (Bromage, 1995), sin embargo parece que esto no es aplicable para
especies marinas por lo que otros parimetros como la simetria de las primeras
divisiones o blastémeros podrian funcionar como predictores tempranos de calidad
de huevo (Kjorsvik et al., 1990; Shields er al., 1997). En Salmén del Atlantico
(Salmo salar L.), la fertilizacién, fecundidad relativa y el didmetro de huevos han
mostrado diferencias significativas al ser ofrecidas diferentes tipos de dietas

(Eskelinen, 1989) y en la trucha café (Salmo rrurta), la fertilizacién ha sido de los
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parametros mds sensibles a efectos negativos de calidad de huevo por ovulacién
temprana por inducciones con GnRHa y es el pardmetro mds importante de calidad
de huevo para evaluar la produccién de semilla (Mylonas er al., 1992)

Morehead er al., (2001) observé didmetros de huevo, contenido de lipidos y
volumen de vitelo mayores en reproductores en cautiverio de Latris linneata
comparados con los silvestres, sin encontrar diferencias en la fertilizacién y
porcentaje de divisiones simétricas y aunque la eclosién fue significativamente
mayor para los de cautiverio, no se observé un mayor tamaiio larval entre grupos.
Concluye que la diferencia en didmetros pudo deberse a un incremento en la
hidratacién de los huevos. Y que la diferencia en el porcentaje de eclosién se
relaciona con el uso de la hormona LHRHa para inducir a los peces silvestres, ya que
el desarrollo de los ovocitos pudo ser detenido entre el periodo de captura y de

estimulacién con hormonas exdgenas.

Lahnsteiner ef al. (2001) investigaron el potencial de posibles bio-marcadores
de calidad de huevo en peces cyprinidos. Evaluaron el fluido ovérico, peso de huevos
antes y después de el proceso de hidratacion, composicién bioquimica y actividades
enzimdticas. Encontraron correlaciones positivas entre la fertilizacién y la actividad
de algunas enzimas como aspartato aminotransferasa, la malato dehidrogenasa y
pyruvato cinasa en los huevos, pH en fluido ovérico, contenido protéico y el peso de
huevos hidratados y endurecidos.

Otro factor importante en la pérdida de calidad y viabilidad de los huevos es
debido al envejecimiento (sobre-maduracién) de éstos; esto sucede cierto tiempo

después de la ovulacién debido a un proceso de afiejamiento de los huevos en el cual
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empiezan a ocurrir cambios morfolégicos y de composicién que eventualmente
llevan a la pérdida paulatina de la calidad y viabilidad de los huevos (Sakai” er al.,
1975 En: Bromage, 1995, Springate er al., 1984). El envejecimiento es muchas veces
visible como una decoloracién o falta de transparencia, fusién de los alvéolos
corticales y una apariencia “indentada” del citoplasma (Kjorsvik et al., 1990). Los
huevos utilizados en este estado tienen una baja tasa &e fertilizacion y sobrevivencia
siendo dificil atribuir esto a la calidad de los mismos. El estadio final del
envejecimiento o sobre-maduracién natural es la atresia, aunque esta puede
presentarse en cualquier momento del desarrollo de los ovocitos (Tyler y Sumpter
1996). Los peces inducidos hormonalmente pueden llegar a desovar évulos atrésicos.
La atresia es la degeneracién de los ovocitos y juega un papel importante en el
reclutamiento de huevos en las etapas finales de maduracién (Tyler y Sumpter 1996).
Es posible entonces que la mayoria de los problemas concernientes a calidad de
huevo, se deban a cambios (envejecimiento) en los huevos después de la ovulacién
(Kjorsvik er al, 1990). Ya que este fenémeno ocurre eventualmente en
reproductores, es importante obtener y fertilizar los huevos en el tiempo correcto
después de la ovulacion (Kjorsvik ef al., 1990).

La variabilidad entre peces silvestres y de cautiverio observada en muchas
especies, se atribuye a muchos factores, pero dos han sido claramente demostrados,y
son los procesos independientes que ocurren post-fertilizacién: la composicién
bioquimica de los huevos y el tiempo de fertilizacién después de la ovulacién

(Bromage, 1995).
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1.4 Aspectos biolégicos de la especie.

El botete diana fue descrito por primera vez por Jenyns en 1842 como
Sphoeroides annulatus. Es abundante en el Golfo de California y tiene un rango
geografico de San Diego hasta Perd. Los botetes del género Sphoeroides son
elongados, relativamente muy suaves al tacto y capaces de inflarse
considérablemente. Al igual que la mayoria de los peces tienen un par de nostrilos,
los cuales tienen dos aberturas a cada lado. Su nombre comiin se debe a los patrones
caracteristicos en la piel de la especie que simulan un blanco de tiro (Fig. 2). El
botete diana habita costas arenosas y estuarios aunque también es comiin encontrarlo

en arrecifes y fondos rocosos (Thomson et al., 2000) (Tabla I).

Tabla I.- Clasificacién Taxonémica del Botete diana (Thomson et al., 2000).

Clase Aclinopterygii
Superorden Acanthopterygii

Orden Tetradontiformes (Pletognathi)
Superfamilia Tetradontoidea

Familia Tetradontidae
Subfamilia Tetradontidae

Género Sphoeroides

Especie Annulatus

Actualmente existe muy poca informacién sobre la biologia de esta especie,
bdsicamente se conoce su distribucién, en la regién se conocen algunos centros de

reunién (bocas de rios y esteros) donde llegan organismos en estadios de madurez de
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diversas areas a reproducirse. Los peces de esta familia son dvidos comedores de

moluscos y crusticeos, y los pescadores usan estos ltimos para su selecta captura.

Figura 2.- Reproductor de Sphoeroides annulatus

1.4.1 Importancia Comercial

Una especie (Takifugu rubripes) de la misma familia taxonémica que el
botete diana tiene el valor comercial més alto que cualquier otro pez en Japon, Corea
y China a pesar de que sus Organos internos sean altamente venenosos debido al
contenido del potente veneno llamado tetradontoxina (TTX). La produccién de
semilla en estos paifses comenz6 exitosamente en 1962y ha sido cultivado hasta la
talla comercial en Japén. En este mismo pafs la produccion total de esta especie se

incrementé de 69 toneladas en 1980 a 1028 t para 1987 (Kanasawa, 1991), y a 4733
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t. para el afio 2000 (FAO 2000). Es importante mencionar que los peces cultivados
de Takifugu rubripes carecen de TTX en mdsculo, tejido, higado y ovario (Chih-Yu
y Hong-Nong, 1998) lo cual hace mds importante y atractiva su produccién.

En Sinaloa el botete es un recurso que no se aprovechd sino hasta 1972 y
actualmente constituye uno de los productos pesqueros con mayor demanda por la
poblacién. Esta especie se captura principalmente en las costas de Mazatldn y
Escuinapa en donde su facilidad de captura y disponibilidad han hecho de él una
pesqueria importante en la regién. Sin embargo su facilidad de captura y la
temporada de pesca coinciden con la temporada de reproduccién de la especie, lo
cual hace surgir la apremiante necesidad de desarrollar estudios sobre la especie y su
pesqueria (Peraza, 1983). La captura de esta especie en la peninsula de Baja
California aument6 de 33 toneladas en 1993 a 198 toneladas para 1997 (Ninez et al.,
2000).

Actualmente el precio del kilogramo de filete fluctia entre los $ 80-90 MN en el
mercado de Mazatlan. El botete se vende en su mayoria deshuesado con una técnica

local que permite separar la piel y los 6rganos téxicos del filete.

1.4.2 Estatus actual de la investigacion de la especie.

En 1996 Martinez er al. (2002) iniciaron la investigacién sobre el Botete
diana (Sphoeroides annulatus) en el CIAD A.C. Mazatlan (Centro de Investigacién
en Alimentacién y Desarrollo en Acuicultura y Manejo Ambiental) cuyas principales
lineas estaban encaminadas a la reproduccidn, desarrollo embrionario y nutricién. En
1998 se inici6 formalmente el estudio como proyecto financiado por CONACYT

(Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia) No. J28342B con el Titulo
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“Investigacién de la Maduraciény cultivo del botete diana (Sphoeroides annulatus)”
dentro del cual se tiene como principales objetivos investigar aspectos de
maduracién, nutricién, genética y cultivo del botete diana para desarrollar sistemas y
técnicas de cultivo potenciales para la industria de la acuicultura. Desde entonces, la
mayor parte de los trabajos realizados han sido sobre la biologia y el comportamiento
de la especie en condiciones de cultivo, las cuales se han llevado a cabo en el CIAD
A.C. Mazatlin. Desde entonces, se han realizado estudios sobre la parasito-fauna de
la especie, cultivo de larvas, nutricién y reproduccién en cautiverio.

Se ha observado que estos animales albergan una alta diversidad de parésito-
fauna por lo que al principio se tuvieron muchos problemas con los reproductores
debido principalmente la presencia de ectopardsitos. Fijer y Chavez (1999)
identificaron tres especies y dos géneros de parasitos los cuales se encontraron en
piel, branquias, mesenterio, epitelio de la vejiga natatoria, intestinos, génadas y
aletas. En los cortes histolégicos se encontraron organismos de la familia
Trypanosomatidae en el rifién, higado y branquias. Los sintomas mas obvios fueron
hemorragias y zonas erosionadas de la piel.

Moravek y Fajer (2000), encontraron que los huevos de los nemditodos
encontrados en el epitelio de la vejiga natatoria pertenecen a una nueva especie a la
que diagnosticaron, describieron y denominaron con el nombre cientifico de
Huffmanela mexicana. Por otro lado Ho er al. (2001) describieron otra nueva especie
de copépodo pardsito en botete diana denominado Lepeophtheirus simplex. Se
determiné la prevalencia y abundancia de monogeneos de la clase Tremétoda al igual
que se describieron las lesiones asociadas al parasitismo branquial en donde las

cantidades mds altas se encontraron con temperaturas del agua entre 24-25.5 ° C
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(Contreras y Fajer, 2001). Féjer et al. (2001) estudiaron el efecto de la formalina en
el botete diana para su posible uso contra ectoparésitos encontrando que las
concentraciones efectivas para los pardsitos estudiados se encuentran muy alejadas
de la concentracién letal media para el botete, por lo cual hace factible su uso en el
control de este tipo de parasitosis.

Recientemente otra nueva especie de pardsito ﬁa sido descrita por Dykova et
al., (2002) nombrada Kudoa dianae (Myxosporea: Multivalvulida) del cual atin se
desconoce el ciclo de vida. Todos estos estudios han ayudado a que se haya cerrado
el ciclo de produccién de la especie y actualmente estin enfocados en el
mejoramiento y perfeccionamiento de las técnicas de control de enfermedades
principalmente en los puntos criticos del ciclo para eficientizar su potencial de
cultivo y que sea de interés para el sector productivo.

Con respecto al cultivo larval, Martinez et al. (2002) describieron por primera
vez el desove, el desarrollo larval y juvenil, el destete y el crecimiento temprano de
la especie en cautiverio. Se utilizaron tanques de un metro de didmetro y 90 cm. de
profundidad, con agua de mar estdtica con aireacién a 34 %oy 27 °C con fotoperiodo
ambiental. El intervalo de incubacién (fertilizacién hasta eclosién) encontrado fue de
entre 65 y 90 hrs. en donde para este ltimo tiempo, habia eclosionado el 100 %. En
este mismo estudio se encontré que el desove manual de los peces silvestres y la
obtencién de esperma resulta relativamente fécil si son capturados en la época de
reproduccién y se seleccionan los organismos totalmente maduros.

Abdo et al., (2001) realizé un estudié sobre el cultivo larvario del botete
diana en condiciones de laboratorio en el cual describe el desarrollo temprano de

huevos y larvas lo que le permitié elaborar un protocolo para su incubacién y
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crecimiento. Encontré valores de fertilizacién de 97.61 £ 2.65 %. El periodo de
incubacién varié entre 72 y 92 horas post fertilizacién, momento en el cual
empezaron a eclosionar las larvas. Durante este periodo la temperatura aumenté de
24.5°Ca 2175 °C.

Martinez et al. (2000) llevaron acabo un estudio sobre el efecto de diferentes

tralar-nientos alimenticios sobre la sobrevivencia y crecimiento de larvas de botete
diana (Sphoeroides annularus) en tres diferentes tipos de agua (agua de mar, de mar
filtrada y agua de mar filtrada y pasada por UV), concluyendo que estos diferentes
tratamientos no influyen en el crecimiento y sobrevivencia de las larvas y que estas
pueden desarrollarse con cualquiera de las dos especies de microalgas (Isochrysis sp.
y Nanochloropsis sp. 50,000 cel/ml de cada una) y rotiferos utilizados (Brachionus
plicatilis 15 org/ml),
Garcia-Ortega et al., (2001) realizaron un experimento sobre el destete de larvas de
Sphoeroides annulatus con micro-dietas a partir de nauplios de Artemia sp. como
alimento vivo en donde concluyen que se puede realizar el destete al 29" dia
posterior a la eclosién y posiblemente antes sin alterar considerablemente el
desarrollo y la sobrevivencia final.

El botete diana al igual que otras especies tiene problemas para desovar de
manera natural en cautiverio. Incrementos en los volimenes de esperma han sido
observados por Rodriguez y Duncan (2001) al evaluar el efecto de la hormona
LHRHa en la calidad del esperma del botete diana. Los incrementos en los intervalos
totales de volumen de esperma de los machos, mantuvieron la calidad espermatica
(motilidad, concentracién y tasa de fertilizacion) observada en los grupos de control,

sin inyeccién y con inyeccién de solucidn salina. En este mismo estudio se evaluaron
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diferentes pardmetros de calidad de esperma (porcentaje de motilidad, tiempo
maéximo de actividad del esperma a 1,5,15 y 30 minutos), encontrando diferencias
significativas entre el porcentaje de esperma activado, siendo la mejor dilucién
1:100 (82.06+2.24%). Encontré que el esperma podia ser utilizado sin observar
diferencias significativas de fertilizacién hasta 30 minutos después de haber sido
obtenido y que no hay diferencia significativa en calidad entre el semen obtenido de
peces inducidos y el de peces no inducidos. Duncan et al. (2003) realizé
experimentos de induccién a la maduracion final y desove en hembras. Tres grupos
en total fueron analizados, dos tratamientos con hormona LHRHa (miltiple
inyeccién e implantes de liberacién prolongada co-polimero de Acetato de Vinil
Etileno “EVACs”) fueron utilizados ademdas de un grupo control inyectado con
solucion salina. El grupo inyectado con el implante EVAc liberd progresivamente la
hormona (LHRHa) a una concentracién diaria de 75ug por pez<800g o 150pug por
pez >800g y fue administrado una sola vez. El protocolo de induccién para el grupo
inyectado fue el siguiente: dia O-ZOLLgKg", dia 2—40ugKg'], dia 4-80pgKg, dia 6-
]60ugKg". El grupo control también recibié las inyecciones de solucién salina los
dias 0,2,4 y 6. Un total de 82% de los peces tratados con hormona de ambos grupos
desovaron durante la primera semana de aplicacion comparado con 18% del grupo
control. No se observaron diferencias significativas (p<0.05) en los pardmetros de
calidad evaluados (didmetro, fertilizacién y fecundidad) entre los 3 tratamientos.
Aproximadamente 50% de los peces desovaron después de la segunda inyeccién con
hormona, y se sugiere que una primera dosis de hormona (20-40pugKg™) seguida por
una segunda dosis (40—80;.LgKg") son suficientes para que un alto porcentaje de los

peces a inducirse desoven huevos de buena calidad. Este protocolo ha sido utilizado
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desde entonces como método de induccién artificial con el cual se pueden programar
desoves de botete diana en estadios finales de maduracién durante la temporada de
reproduccion.

Komar (2001) realizé un estudio sobre distintos tratamientos de agua en la
incubacién de los huevos del botete diana (Sphoeroides annulatus). Los distintos
tratamientos consistieron en incubadoras con flujo estitico, de recirculacién y
estdtico con aireacién, todas con y sin agua previamente filtrada con UV. Se encontré
que las mejores condiciones de incubacién probadas correspondian a las incubadoras
(Botellas de agua de 2 Its. volteadas de cabeza con 1500 ml de agua) con agua de
mar filtrada a 5 um y pasado por UV, el agua se mantenia estética (sin recambios) y
con aireacién. Ademds describi6 el desarrollo embrionario de la especie y realizé un
estudio de la carga bacteriana en los diferentes sistemas de incubacién probados,
encontrando que las incubadoras con sistema de flujo continuo tenian mayores
concentraciones de bacteria que las estdticas y a su ves las estdticas sin aireacion
presentaban mayores concentraciones que sus contrapartes con aireacién. Ademads las
incubadoras estdticas con o sin aireaciéon pero con tratamiento UV siempre tenian
menor carga bacteriana que las que no tenian el tratamiento UV. El mejor sistema
incubador encontrado fue el estitico con aireacién y tratamiento UV el cual tuvo la

eclosion mads alta de 87 £+ 3.5%.

1.4.3 Potencial para la Acuicultura
La principal caracteristica de una especie con potencial acuicultural es su
demanda, seguida por las facilidades de la especie a reproducirse en cautiverio, tener

una buena (alta) densidad de cultivo y una tasa de crecimiento relativo alto. Ya en la
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seccién 1.4.1 se describe el mercado regional que tiene la especie as{ como su
importancia potencial a nivel exportacidn, principalmente a oriente. Martinez et al.
(2002) menciona la posibilidad de considerar el cultivo de botete como alternativa
regional al cultivo de camarén e inclusive propone la posibilidad de desarrollar un
policultivo camarén/botete.

Los estudios previos alientan el seguimiento de la investigacién de la especie. Los
principales logros hasta e] momento han sido la induccién hormonal de reproductores
y la obtencidén de desoves programados (Duncan ef al., 2003, Martinez et al., 2002),
desarrollo de protocolo de incubacién, crecimiento y destete temprano de larvas
obtenidas de peces silvestres (Abdo er al., 2001, Garcia-Ortega et al., 2001).

El presente trabajo pretende evaluar la condicién de los reproductores en
cautiverio versus reproductores silvestres y determinar el periodo post-ovulatorio
optimo para la fertilizacién de los huevos de botete diana. Los resultados estdn
encaminados a determinar la viabilidad de utilizar hembras de botete diana como
reproductores. Ampliard el conocimiento sobre las primeras etapas de desarrollo de
la especie e incubacion Jos cuales son de suma importancia para el abastecimiento de
crias de buena calidad para la engorda y el desarrollo de técnicas para el cultivo a

escala comercial.
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2. PLANTEAMIENTOS

2.1 Hipétesis.

a)

b)

No existen diferencias significativas en la fecundidad y calidad de
huevo (tasa de fertilizacién, didmetro de huevo, simetria de las
primeras divisiones, tiempo de incubacién y tasa de eclosién) de
reproductores del botete diana (Sphoeroides annulatus)
procedentes del medio silvestre y los mantenidos en cautiverio.

Existe un periodo post-ovulatorio en el cual los huevos tienen la

viabilidad o sobrevivencia mis alta.

2.2 Objetivos generales.

Comparar distintos pardmetros de calidad de huevos de
reproductores de botete diana (Sphoeroides annulatus) silvestres y
mantenidos en cautiverio.

Examinar los efectos en la fertilizacién y sobrevivencia (48 horas)
de distintos periodos post-ovulatorios en los huevos de botete

diana.

Objetivos especificos:

Comparar la fecundidad y los siguientes parametros de calidad de huevos:

e Tasa de fertilizacion

e Didmetro de huevo

e Simetria de las primeras divisiones

e Tasa de eclosién
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3. MATERIALES Y METODOS

Todos los bioensayos fueron efectuados en el laboratorio de reproduccién del
CIAD Mazatlan durante el periodo de reproduccién de la especie (Abril-Junio de

2002) la cual coincide con la temporada de pesca regional.

3.1 Preparacion y condiciones de reproductores
3.1.1 Obtencidén de reproductores en cautiverio

Los reproductores (machos y hembras) en cautiverio seleccionados para el
experimento fueran traidos del medio silvestre con un afo de anticipacién al
experimento. Fueron escogidos en esa ocasién por su madurez sexual y apariencia
general. Algunos de estos peces desovaron natural o inducidamente durante la

temporada de reproduccidn anterior a la de los experimentos.

3.1.2 Captura y acondicionamiento de peces silvestres

Se programaron cinco salidas a lo largo de la temporada de reproduccién para
traer los organismos silvestres. Las fechas de las salidas fueron 3 y 17 de abril, 17 y
24 de mayo y 4 de junio. Los animales fueron capturados con anzuelo por pescadores
de Teacapdn a bordo de pangas con motor fuera de borda. El criterio de seleccién de
los reproductores incluy6 la revisién de madurez gonadal, tamafio, apariencia general
y biopsias de los machos calculando la cantidad de esperma posible a obtener. Los
animales fueron sacados del agua y puestos en tinas con agua de mar y oxigenacion,

para posteriormente ser llevados a tierra y enviados al CIAD en un tanque de 400




28

litros con oxigenacién y hielo. Se trajeron alrededor de 20 animales por viaje, entre

hembras y machos.

3.1.3 Mantenimiento de los reproductores.

Los reproductores se mantuvieron en tanques de 3 metros de didmetro por 80
cm de altura. Los tanques de ambos grupos de reproductores tuvieron el mismo flujo
continuo de agua de mar bombeada desde la playa y previamente filtrada a 20 pm,
asi como la misma tasa de recambio. A los tanques de todos los grupos de
reproductores se les cepillé y succionaron los restos de comida y heces y por lo
menos una vez a la semana se les vacio el tanque y se limpid para eliminar suciedad,
restos de comida y algas. Para evitar Ja contaminacion cruzada de parisitos y
enfermedades, cada tanque conté con su propio cepillo de limpieza, las redes y
cubetas usadas fueron desinfectadas con cloro previamente a su utilizacién en cada

tanque.

3.1.3.1 Reproductores en Cautiverio

Durante el afio previo a los experimentos, los reproductores en cautiverio se
encontraron separados equitativamente en dos tanques.
Estos animales estuvieron alimentados con diferentes dietas experimentales lo cual
determiné su estado nutricional y en consecuencia pudo influenciar en la calidad de
los huevos obtenidos. A continuacién se presentan las diferentes dietas y sus
contenidos suministrados hasta e] termino del experimento. En el primer tanque (T1)

se encontraban los organismos que no desovaron con éxito el afio anterior, el
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segundo tanque (T2) se encontraban los inducidos y desovados con éxito, ambos
tanques tuvieron la misma dieta (D1) durante el periodo abril-diciembre 2001,

La dieta D1 estuvo basada en alimento peletizado formulado en el CIAD por el
laboratorio de Nutricién (Tabla II) el cual constituyé el 50% de la dieta. El otro 50 %
lo constituyé un alimento para reproductores de trucha (El Pedregal Silver Cup,
Tabla III). La racién total de la dieta constituyé entre el 41 -2 % de la biomasa de cada
tanque. Esta cantidad fue dividida y proporcionada dos veces al dia. La biomasa fue
obtenida pesando los animales aproximadamente cada mes para modificar las

raciones.

Tabla II.- Alimento CIAD para reproductores de botete diana en cautiverio.

Ingredientes % Composicién Nutricional Valor
Harina de Pescado 35 Protefnas 42%
Pescado fresco 15 Lipidos 14%
Calamar fresco 15 Energia 460 Kcal
Dextrina 19 Mezcla Vitaminica* 3%
Harina de Trigo 3 Mezcla de Minerales** 3%
Lipidos 5 *Carosen, Bayer®, Mex.
Vitaminas 3 **Superbifos, Bayer® , Mex.
Minerales 3
Aglutinante 2
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Tabla III.- Alimento para reproductores de trucha suministrado a reproductores de
botete diana

*El Pedregal Silver Cup (alimentos acuicolas) Peletizado Sumergible de 14”
Proteina 45 % L.A.B. Planta Toluca
Grasa 10 % Fax (7) 215-71-02
E-mail: jalmazan @netspace.com.mx

Al T1 se le siguid6 dando la misma dieta (D1) hasta el termino del
experimento, pero T2 recibié una variacién (Dieta 2) los siguientes seis meses
(enero-junio 2002) previo y durante los experimentos. Esta nueva dieta (D2) consté
de alimento formulado por el CIAD y cubrié el 50% de la misma, el otro 50% de la
dieta lo complementé una dieta comercial enriquecida para reproductores de peces
marinos (*INVE Lansy Breed® Tabla IV). Ademds a ambos tanques (T1y T2) se les
suministré una dieta complementaria la cual consistié de calamar fresco picado
suministrado una vez al dia. Laracién de esta dieta también representé el 1-2 % de la
biomasa de cada tanque. A partir de este cambio de alimento, el recambio de agua

utilizado diario para todos los tanques fue de 155%.
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Tabla IV.- Composicién de alimento para reproductores de peces marinos INVE

(Lansy Breed).
Lansy Breed ®
Proteina >45 %
Lipidos >16 %
N3 HUFA (mng/g DW) > 40 %
EPA (20:5w3) >13
DHA (22:5w3) >26
Carbohidratos <15 %
Ceniza <15%
Humedad <9 %
Vit A (IU/kg DW) > 10,000
Vit D3 (IU/kg DW) > 2,000
Vit E (mg/kg DW) 2,500
Vit C (mg/kg DW) 4,500
*INVE Aquaculture | México S.A. de C.V.
Tel. 669-901003 Fax. 669-901006

3.1.3.2 Reproductores Silvestres

Una vez llegados a la .Unidad a los reproductores silvestres, se les ofrecié
alimento fresco (calamar picado) el cual empezaron a aceptar aproximadamente a los
2 dias de su llegada. Cada lote de peces silvestres no fue utilizado al menos una
semana después de su llegada, periodo en el cual se aclimataron y se les dieron
banos antiparédsitos. Tales bafios al igual que los proporcionados con regularidad a
los reproductores de cautiverio, constaron en inmersiones de agua dulce por periodos

de 2 hrs.
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3.2 Induccion artificial para el desove

Se utiliz6 la técnica de induccién al desove implementada por Duncan et al.
(2003) que comprende la inyeccién de una cantidad (Tabla V) de hormona LHRHa al
pez para inducir a su maduracién final y ovulacién. Esta metodologia solo es
funcional cuando el promedio de la muestra (n=20) de los ovocitos tenga un tamano
promedio de al menos 0.5 mm de didmetro. Para verificar esto, se hicieron biopsias
de las hembras para seleccionar las adecuadas para la induccién. Estas biopsias (Fig.
3) constaron de la extirpacion de pequefios fragmentos de génada con una cénula de
pléstico flexible de didmetro interno de 1mm, que posteriormente fueron puestas en
laminas histolégicas y cubiertas con una solucién aclaradora YBAG/85 (Rodriguez,
1992). Después de unos segundos fueron vistas al microscopio, se tomaron 20
muestras al azar y el didmetro promedio fue evaluado al igual que la posicién del
nicleo (centro o migrando) para considerar la induccion de cada hembra.
La hormona utilizada fue des-Gly'’[D-ala®}- Lutenizing Hormone Releasing

Hormone Ethylamine (Sigma, USA).
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Figura 3.- Biopsias realizadas canulizando las hembras de botete diana (Sphoeroides
annulatus) por el oviducto y extrayendo ovocitos.
3.2.1 Anestesia
Con la finalidad de reducir el estrés y facilitar el trabajo, se usé anestesia para
adormecer al pez antes de cualquier manipulacién, ya sea pesado, medicion, biopsias,
inyecciones, etc. El anestésico fue una solucién de agua de mar con 2-
phenoxyethanol (Sigma, USA) a 0.5 ml/l. El tiempo de duracién en la solucion

dependi6 de la reaccion de cada pez pero tuvo un promedio de 1 minuto.7
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3.2.2 Protocolo de induccion

Antes de inyectar a las hembras, su peso fue tomado para conocer la cantidad
de hormona a inyectarse. La inyeccién fue puesta intramuscularmente en el 4drea
dorsal usando una jeringa de insulina de 1ml. El protocolo de inyeccién estd

resumido en la Tabla V.

Tabla V.- Protocolo de inyecciéon de LHRHa usado en experimentos de evaluacién
de calidad de huevo en botete diana

Proceso Tiempo Accidn
Primera Inyeccidn 0 20 pl/kg. de pez
Segunda Inyeccién 48 horas 40 pl/kg. de pez

Ovulaci6n =68-72 horas Desove manual del pez

3.3 Identificacion de Hembras

Para identificar a los organismos, en este trabajo se utilizan las palabras
tratamiento o grupo indistintamente para referirse al origen de la hembras, ya sean
silvestres o en cautiverio.
Para cada experimento y sus réplicas se inyectaron dos hembras por tratamiento
(silvestre y cautiverio) para asegurar que por lo menos una hembra de cada
tratamiento desovara. Después de la primera inyeccidn, las hembras fueron puestas
en un tanque separado e identificadas de acuerdo a una descripcién bdsica de tamafio,
forma, color y patrones en la piel ademds de un marcaje con microchip insertado
debajo de la piel y/o intramuscularmente el cual consta de un cédigo tnico para cada
hembra y es leido por un lector electrénico “Destron Fearing USA”. Esto sirvié para

identificar a las hembras al momento de hacer las revisiones y no confundirlas a la
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hora de los desoves ni en futuros experimentos, pudiendo llevar asi un seguimiento

de peso y estatus de cada hembra.

3.4 Seleccién de machos

Una vez sexualmente maduros, los machos de botete diana tienen una
produccién continua de semen durante la temporada de reproduccién, (Komar,
2001). Se utiliz6 un macho silvestre para fertilizar las hembras (de ambos
tratamientos) de cada replica de los experimentos. El criterio de seleccion de los
machos dependié del porcentaje de espermatozoides métiles y su duracién. Para esto,
se tomé una gota de esperma y se le afadi6 una gota de agua de mar para activarlo.
Inmediatamente después se observé al microscopio compuesto “Cole & Palmer” con
un objetivo 400x. El porcentaje de motilidad fue estimado del campo observado
(Rodriguez, 1992). El tiempo de duracién fue evaluado tomando como inicio el
tiempo de activacién (adicién de agua) y terminando al mismo tiempo que el
porcentaje de motilidad. Se tomé el tiempo de inicio (activacién del esperma con
agua de mar) con un cronometro digital “SPER SCIENTIFIC Taiwan” el cual se
detuvo una vez que se observd que el esperma dejara de desplazarse a través del
campo visual en su totalidad. Para cada macho utilizado, el porcentaje debié ser igual

o mayor al 90% con un tiempo de motilidad mayor a 50 segundos.
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3.5 Experimento # 1

El experimento consté de dos tratamientos o grupos: huevos fertilizados de
reproductores silvestres y de cautiverio. El experimento se repitié un total de cinco
veces a lo largo de la temporada reproductiva, las fechas de los experimentos

estuvieron entre el 11 de abrily el 7 de junio de 2002.

Las hembras fueron monitoreadas cada hora durante todo el dia de desove
para conocer la hora de ovulacién (determinada por el desprendimiento de los
primeros huevos de] estroma hacia fuera del oviducto naturalmente o por presién
abdominal). Una vez ovulada la hembra se hicieron los preparativos para el desove y
se selecciond el macho a utilizarse en ambos tratamientos.

Una vez desovados los huevos manualmente y obtenido el esperma del macho, se
procedidé a pesar los huevos para calcular la fecundidad relativa como lo indican
Duncan et al. (2003) para posteriormente fertilizarlos. Todos los huevos usados de
cada hembra fueron fertilizados en un periodo entre una y dos horas y media de
haber sido ovulados. La fertilizacién se hizo con 2 ml de esperma del mismo macho
obtenidos previo a cada desove. Una vez fertilizados, se pusieron aproximadamente
50 huevos en cada ldmina (4 ldminas en canastas de pldstico por incubadora)
obteniendo 10 incubadoras para cada tratamiento con aproximadamente 200 huevos

cada una.

3.5.1 Muestreo de huevos
Cada incubadora fue manipulada solo dos veces: una al principio cuando se

pusieron las canastas con los huevos y la otra al final cuando se retiraron para hacer
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el muestreo, después de esto cada incubadora no fue utilizada hasta el préximo

experimento.

Una vez completadas las incubadoras con huevos, otra porcién de huevos fue
tomada y de ésta se seleccionaron 3 muestras de 50 huevos al azar durante el primer
par de horas post-fertilizacion (estadio en la cual el huevo del botete se encuentra en
el tercer plano de divisién celular generando 8 blastémeros), de los cuales se
obtuvieron datos de fertilizacién y 3 muestras de 20 huevos para el didmetro y

porcentaje de huevos con blastémeros simétricos, para cada tratamiento.

3.5.2 Incubacién

El sistema incubador fue puesto en un cuarto con aire acondicionado (YORK
2 Ton.) dentro del laboratorio de produccién de larvas del CIAD con el fin de
mantener la temperatura lo mas constante y homogénea posible. El fotoperiodo fue
de 12 hrs. controlado automdticamente con un temporizador.
El sistema incubador a utilizarse fue el mismo utilizado y hecho por Komar (2001)

con algunas variantes ( Fig. 4).
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Figura 4. - Sistema incubatorio de huevos de botete diana (Sphoeroides annulatus).

El experimento const6 de 10 incubadoras por tratamiento. Las 20 incubadoras
fueron construidas con botellas de agua de marca conocida de 2 1t aproximadamente,
recortadas de la base y puestas de cabeza sobre una estructura de madera. Estas se
llenaron con 1.5 Its. de agua de mar previamente filtrada a 5 pm y tratada con dos
lsmparas de UV General Electric 50 Watts. La aireacién fue suministrada por una
manguera de aire insertada en la tapa de cada botella con burbujeo constante (100
ml/min. aprox.). Cada manguera tuvo un microfiltro de aire de 1 pm para detener
particulas y microorganismos provenientes del soplador. La estructura con las
incubadoras se encontraban en una tina con agua de mar con flujo continuo (y
constante durante todos los experimentos) que mantuvo la temperatura ambiental de

las incubadoras homogéneamente a temperatura ambiente. Se tomaron al inicio y al
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final de la incubacién la temperatura (T°), salinidad (S%¢) y oxigeno disuelto (OD)
de cada incubadora con un oximetro manual YSI (Modelo 55/12 ft) y un
refractémetro de mano Fisher con compensacion automatica de temperatura (CN:13-
946-27) y diariamente a la misma hora se tomaron datos de la temperatura méximay
minima dentro del bafio con un termémetro de mercurio Scienceware (-20 a 50 °C).
Las 20 incubadoras fueron distribuidas al azar y‘ marcadas por tratamiento del 1 al 10

para identificarlas a la hora del muestreo.

3.5.2.1 Muestreo de incubadoras

Las incubadoras marcadas como uno para ambos tratamientos fueron
muestreadas entre las 18 y 22 horas post-fertilizacién en donde se conté el nimero de
embriones vivos y muertos con la finalidad de tener datos de sobrevivencia a ese
tiempo, en el mismo momento se hizo una descripcién general del estado de
desarrollo embrionario.
Las incubadoras marcadas como 2 para ambos tratamientos fueron muestreadas el
primer dia de eclosion el cual estuvo definido por la aparicion de las primeras larvas.
En este muestreo se contaron el nimero de embriones vivos y muertos de cada
lamina asi como el nimero de larvas eclosionadas. La incubadora 3° se muestred
aproximadamente a las 12 hrs. después de que empezaron a eclosionar las larvas y
asi consecutivamente cada 12 hrs. (incubadoras 4°,5°6° y 7°) hasta que no hubiera
embriones vivos en las ldminas o hubieran uno o dos en las 4 ldminas, es decir que

hubieran eclosionado el mayor porcentaje.
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3.5.2.2 Obtencién de datos de eclosion

Una vez que se observé que la eclosién se habia completado, se muestrearon el resto
de las incubadoras, estas variaron entre 3 y 7 dependiendo de el tiempo de desarrollo
y periodo de eclosién de cada lote de huevos. Todas estas incubadoras se usaron
como réplicas de la eclosién final y fueron usadas para obtener los porcentajes de
eclosién total de cada repeticion del experimento.

Después de cada muestreo las incubadoras fueron desocupadas y limpiadas. Los
huevos sobrantes de cada incubadora después de cada muestreo no fueron utilizados
durante el resto del experimento. Una vez terminado cada experimento se volvieron a
seleccionar nuevas hembras con el fin de inducirlas a la maduracién final y

ovulacién para repetir el experimento.

3.6 Experimento # 2

Para este experimento el cual fue al final de la temporada y el dltimo par de
desoves exitosos; se usdé una hembra de cada tratamiento o grupo. Ambas hembras
sufrieron el mismo protocolo de induccidon que las del experimento #1 (seccién
3.2.2). Se llené un tanque de 400 Its. previamente con agua de mar filtrada de la
misma manera que el experimento # 1 y se le puso una piedra con aireacién al centro
la cual tenia un efecto de recirculacién. Una vez inyectadas, se monitorearon para
determinar la hora exacta de ovulacion la cual fue denominada tiempo 0.
La fertilizacién también se hizo de la misma manera, con la variante que si se utilizé

el esperma del mismo macho para ambas hembras. El esperma fue sacado previo a

cada fertilizacion.
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A partir este momento (tiempo 0), a cada hora se anestesié, se peso y se hizo un
desove manual de las hembras para obtener aproximadamente 20g de huevos para
fertilizar y fijarlos en seis laminillas que a su vez fueron puestos en el fondo del
tanque. Tres de estas laminillas fueron revisadas para la fertilizacién
aproximadamente a las dos horas post-fertilizacién ya que alrededor de este tiempo
el huevo se encuentra alrededor de las 4ta y 8va division celular (Komar, 2001)y es
mds sencillo determinar los huevos que no fueron fertilizados. Las otras tres
laminillas restantes fueron revisadas para la sobrevivencia a las 48 hrs. post
fertilizacién, momento en el cual el embrién se encuentra en su ultima fase de
desarrollo, empieza a pigmentarse y a latir el corazén (Komar, 2001). Este
procedimiento se hizo a cada hora hasta que las hembras desovaron completamente

por si mismas.

3.7 Analisis estadistico

Los andlisis estadisticos fueron hechos con el programa SigmaStat para
Windows Versidén 2.03 (1992-1997 SPSS Inc.) y en Microsoft Excel 2000 versién
9.0.2812. Las graficas presentadas fueron realizadas en Excel y STATISTICA (data
analysis software system), version 6. www.statsoft.com en StatSoft, Inc. (2001). Los
datos referentes a porcentajes fueron transformados a arcoseno; una variacién
ligeramente modificada de Freeman y Tukey 1950 (citado en: Zar J., 1999). Se
hicieron pruebas de normalidad y homocedasticidad por Kolmogorov Smirnov y
Chi® de Bartlett respectivamente. Los datos normales se compararon por pruebas t y
los no normales por U de Mann-whitnney. Los didmetros de huevo fueron

comparados por un ANOVA anidado doble Modelo III (mixto) para didmetros y los




42

porcentajes de eclosién por un ANOVA de dos vias y utilizando la prueba de
comparaciones multiples de Tukey. Para el segundo experimento, los andlisis
fueron hechos en Microsoft Excel. Se hicieron regresiones entre el tiempo pos-
ovulatorio contra el porcentaje de fertilizacién y porcentaje de sobrevivencia.
Ademds se obtuvo el coeficiente de determinacién para cada regresién. Todos los

resultados son presentados como (Promedio £ DE).
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4. RESULTADOS

Las hembras seleccionadas para cada experimento fueron inyectadas un
viernes y domingo de cada semana con el fin de que el desove tuviera lugar cada
lunes. Algunas hembras no desovaron al ser inducidas y no se pudieron realizar més

réplicas de ambos experimentos.

4.1 Experimento # 1
4.1.1 Peces

Los peces en cautiverio utilizados en el experimento 1 provinieron de dos
tanques con diferentes dietas (D1 y D2) descritas en la seccién 3.1.3. La primera
réplica de los peces en cautiverio correspondié a una hembra del segundo tanque
(seccién 3.1.3.1). Después de haber corrido la primera réplica, los peces del segundo
tanque murieron a causa de una infeccién provocada por el pardsito Heterobothrium
ecuadori, por lo que las demds réplicas de organismos en cautiverio utilizadas

correspondieron solo a hembras del primer tanque (T1).

4.1.2 Parametros fisicos y biologicos
4.1.2.1 Salinidad
Este pardmetro se obtuvo al inicio y al final de cada réplica de incubacién, y

fluctué entre 34 %o y 36 %o aumentando durantey hacia el final de la temporada.

4.1.2.2 Temperatura
La temperatura durante los diferentes experimentos aumentd conforme

transcurria la temporada de reproduccién teniendo un intervalo entre 26°C al inicio
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del experimento y 29°C hacia el final del mismo (inici6 y final de temporada
respectivamente). Sin embargo, durante la incubacién de los diferentes lotes de
huevos de cada pareja de hembras (silvestre y cautiverio), la variacién méaxima que

hubo fue de +1°C.

4.1,2.3 Oxfgeno disuelto (OD)

El flujo de aire para cada incubadora se calibré a 100 ml/min y varié
ligeramente durante la incubacién. El valor mds alto de oxigeno encontrado al inicio
del periodo de incubacién para todas las réplicas fue de 5.7 mg/l OD mientras que el
mdas bajo encontrado al final de todas las réplicas fue de 2.55 mg/l OD. La media
encontrada para todas las incubadoras fue de 4.56 £ .7236. |

No se encontraron diferencias significativas P = 0.498 entre las medias de
oxigeno de ambos grupos 4.519 £+ 0.298 y 4.686 + 0.434 silvestres y de cautiverio
respectivamente (Tabla VI). Sin embargo, se deben considerar los datos con reserva
debido a que el poder con que se realizé esta prueba (0.050) se encuentra por debajo

del valor deseado de 0.8,

Tabla VI.- Andlisis t para los niveles de OD en las incubadoras de huevos silvestresy
de cautiverio de botete diana.

Fuente de Desviacion Resultado
N gl Media
Variacion Estandar (P<.05)
OD Silvestres 5 8 4.519 0.298 0.498

OD Cautiverio 5 8 4.686 0.434
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4.1.2.4 Bacterias

No se desarrollaron colonias bacterianas en ninguna de las incubadoras que
pudieran haber afectado el desarrollo natural de los embriones, solo un par de
incubadoras registraron pequefios rastros de colonias de bacterias color rosa, sin

embargo los resultados obtenidos de esas incubadoras fueron similares a las demas.

4.1.2.5 Longitud

No se encontraron diferencias significativas P = 0.690 entre las longitudes de
ambos grupos 32.320 = 0.766 cm. y 31.820 £ 2.594, silvestres y de cautiverio
respectivamente (Tabla VII). Sin embargo los datos se deben considerar con reserva
debido a que el poder con que se realizé esta prueba (0.050) se encuentra por debajo

del valor deseado de 0.8.

Tabla VIL- Andlisis t para medias de las longitudes de hembras utilizadas en ambos
grupos de botete diana.

. . Desviacion Resultado
Fuente de Variacion N gl Media Bettnda (P<.05)
Longitud (cm.)
Silvestres 5 8 32.320 0.766 0.690
s No existe
Longiuid (emi) 5 8 31.820 2.594 diferencia
Cautiverio .. .
significativa

4.1.2.6 Fecundidad

En la Tabla VII se muestran las parejas de hembras utilizadas en cada

réplica. Los valores mdximos y minimos de peso fueron 601.9 gr. y 1,263 gr. El resto

de los valores dentro de este intervalo fueron mas homogéneos. Los numeros
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maximos y minimos de nimero de huevos encontrados para las hembras de ambos

grupos fueron 425,000 y 1°630,800 y no correspondieron a los pesos extremos.

Tabla VIIL.- Caracterizacién fisica y reproductiva de las hembras de botete diana
utilizadas en el experimento # 1.

Longitud Fecundidad Fecundidad
Hembra (gpo) Peso gr.

cm. (# total de huevos) Relativa

Silvestre 1 333 893.7 942,586 1054.700
Cautiverio 1 35.6 1,263 696,528 551.486
Silvestre 2 31.7 709.3 1°024,988 1445.069
Cautiverio 2 32i 886.8 17630,800 1838.971
Silvestre 3 32.6 799 986,420 1234.568
Cautiverio 3 31.5 862 914,500 1060.904
Silvestre 4 31.4 849.6 506,258 595.878
Cautiverio 4 31.6 789 490,364 621.500
Silvestre 5 32.6 902 425,000 471.175
Cautiverio 5 28.3 601.9 525,594 873.224

Se realiz6 una regresién lineal con la finalidad de encontrar alguna
correlacion entre el peso de las hembras y el nimero de huevos producidos (Figura
5). El coeficiente de determinacién r= 0.0372 y r*=0.00138 fueron muy bajos, por lo

gue no se encontrd ninguna correlaciéon entre ambos parametros.
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Figura 5.- Regresion lineal entre peso de hembras utilizadas y # de huevos
producidos.

No se observé diferencia significativa entre las medias (960.278 + 415.687 y
989.218 £ 516.599) de los animales silvestres y los de cautiverio respectivamente (P
= 0.925) ver Tabla IX. Esto significa que no hubo diferencia significativa entre la
razon nimero total de huevos / peso hembra entre los dos grupos. Los datos deben
tratarse con reserva debido a que el poder con que se realizé esta prueba (Poder =

0.050) se encuentra por debajo del valor deseado de 0.8.

Tabla IX.- Andlisis t para la fecundidad relativa de ambos grupos.

Fuente de N gl Media Desviacion Resultado
Variacion Estandar (P<.05)
Fecundidad
Relativa 5 8 960.278 415,687 0.925
Silvestres
Fecundidad No existe
Relativa 5 8 989.218 516.599 diferencia
Cautiverio significativa
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4.1.2.7 Porcentaje de fertilizacion

No se encontré diferencia significativa (P = 0.520) entre los promedios de
fertilizacién de ambos grupos 95.200+ 5.596 y 93.867 + 5.153; silvestre y cautiverio

respectivamente (Tabla X).

Tabla X.- Prueba U de Mann-Whitney no paramétrica para fertilizaciéon entre los
huevos del grupo silvestre y de cautiverio.

Silvestre Cautiverio N gl Resultado (P<.05)
.520 No existe
95.200 + 5.596 93.867 +5.153 15 28 diferencia
Significativa

Consecutivamente, los porcentajes se transformaron y se realizé una prueba de
normalidad de mayor nivel de confianza (W de Shapiro-Wilk’s) en donde ambos
grupos resultaron no normales pero si homocedasticos por la prueba de Levene. Los
datos se transformaron de acuerdo a la ecuacion de arcoseno ligeramente modificada
de Freeman y Tukey (1950). Esta prueba es especifica para valores extremos (bajos o

altos) de proporciones (Zar J. 1999). La transformacién fue la siguiente:

1 . , X ) ’x+]
P =—| arcsin .|—— + arcsin
2 n+1 n+1

Se realiz6 la prueba no paramétrica U de Mann-Whittney a los datos transformados.

No se encontraron diferencias significativas (P = 0.152) entre los datos
transformados de fertilizacién de ambos grupos (Tabla XI). El andlisis estadistico

realizado para los porcentajes y sus transformaciones indica que no existe diferencia
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entre la fertilizacién de ambos grupos. Sin embargo los datos deberdn ser tratados

con reserva pues el Poder de la prueba es menor a 0.8.

Tabla XI.- Prueba U de Mann-Whitney no paramétrica para datos transformados de
fertilizacién de ambos grupos.

Silvestre Cautiverio N gl Resultado (P<.05)
.152 No existe
48.076 £0.328 48,225 +0.190 15 28 diferencia
significativa

4.1.2.8 Diametro de huevo

Los didmetros promedio encontrados para ambos grupos fueron
0.716£0.0501 mm y 0.718£0.0427 mm (silvestre y cautiverio respectivamente). Los
resultados obtenidos no muestran diferencias significativas (P = 0.452) entre los
didmetros de las hembras silvestres y las de cautiverio. Tampoco se encontraron
diferencias significativas (P = 0.466) entre los didmetros de las distintas hembras de

cada grupo (Tabla XII).

Tabla XII.- ANOVA anidado doble Modelo III (mixto) para didmetros de huevos
provenientes de hembras silvestresy de cautiverio.

Fte.var. sC gl CM F P Comp.var
Gps. 0.000 1 0.000 0.57 0.4525

(Silvestre y Cautiverio)

Subgps 0.703 8 0.088 1.00 0.4660 56.38 %
(Individuos)

Error 0.499 570 0.001 35.65%

Total 1.299 599
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4.1.2.9 Porcentaje de huevos con blastémeros simétricos

En la Tabla XIIT se observa la prueba realizada para comparar los porcentajes
de divisiones o blastémeros simétricos de ambos grupos. Se observa una diferencia
significativa (P = 0.046) de porcentaje de divisiones simétricas entre ambos grupos
siendo mayor el silvestre.
Tabla XIII.- Prueba U de Mann-Whitney no paramétrica para porcentaje de

divisiones simétricas entre huevos provenientes de hembras silvestres
y de cautiverio.

Silvestre Cautiverio N gl Resultado (P<.05)

96.667 + 4.451 94.267 +3.369 15 28 245 SE.’“S.“" diferencia
ignificativa

Los datos transformados de este parimetro se compararon (Tabla XIV) encontrando

la misma diferencia significativa entre grupos vista en la Tabla XIIIL.

Tabla XIV.- Prueba U de Mann-Whitney no paramétrica para datos transformados de
porcentaje de divisiones simétricas de ambos grupos.

Silvestre Cautiverio N gl Resultado (P<.05)

48.269 + 0.248 48.136 +0.188 15 28 s Boerstee dif e
significativa

4.1.2.10 Periodos de incubacion

Los tiempos de incubacién se acortaron conforme aumenté la temperatura,
teniendo un intervalo entre 92 y 119 horas (4 a 5 dias aproximadamente).
No se encontraron diferencias significativas P = 0.970 entre las medias de los
tiempos de incubacién de ambos grupos 111.400 £ 20.489 horasy 111.000 £ 10.149

horas, silvestres y de cautiverio respectivamente (Tabla XV). Sin embargo, se deben
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considerar los datos con reserva debido a que el poder con que se realizé esta prueba

(Poder = 0.050) se encuentra por debajo del valor deseado de 0.8.

Tabla XV.- Andlisis t para los tiempos de incubacién de huevos silvestres y de
cautiverio de botete diana.

Fuente de . . Desviacion Resultado
Variacién N -l Media (dfas) Estandar (P<.05)
Tiempo. Incubacién
Silvestres 5 8 4.519 0.298
0.970
Tiewpni henbagsn) 4 8 4.686 0.434
Cautiverio

4.1.2.11 Porcentajes de eclosion

No se encontraron diferencias significativas (P = 0.651) entre los porcentajes
de eclosiéon de ambos grupos; 82.603 £ 16.961 y 83.216 + 10.100 silvestres y
cautiverio respectivamente, sin embargo, se observd una diferencia significativa (P =
0.001) entre individuos, por lo que se realizé un andlisis de comparacién miltiple de
Tukey con el fin de identificar las diferencias. El resultado obtenido para grupos
debera ser tratado con reserva debido a que el poder con el que se trabajé la prueba

(Poder =0.05) es menor al deseado (0.8).

Tabla XVI.- ANOVA dos vias para porcentajes de eclosion de lotes de huevos de
hembras silvestresy de cautiverio de botete diana.

Fuente de Variacién gl SC CM F P
Grupos (Silv. Vs. Cau.) 1 14.652 14.652 0.207 0.651
Individuos (Hembras) 4 1640919 410.230 5.805 <0.001
Grupos x Individuos 4 4829.346 1207.336 17.083 <0.001
Residual 46 3250.987 70.674

Total 55 10341.049 188.019
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El anélisis de comparacién miiltiple de Tukey se hizo separado, primero por
grupo y después por experimento (o parejas de réplicas). En las figuras 6 y 7 se
enumeran las hembras o réplicas (1,2,3,4,5) de cada grupo. Las hembras
denominadas 1 para ambos grupos fueron pareja del mismo bioensayo, y asi
consecutivamente las demds. Las diferentes réplicas de este bioensayo se corrieron a
lo largo de la temporada de reproduccién natural de la especie, por lo que la pareja de
hembras 1 corresponden al inicio y la 5 al final de la temporada. Se observa que la
hembra 1, 3 y 5 del grupo silvestre no presentaron diferencias significativas, mientras
que la hembra 2 y 4 fueron diferentes contra las demaés y entre ellas. No se observa
ningin patrén de aumento o disminucién de porcentajes de eclosién conforme

avanza la temporada (Figura 6).
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Figura 6.- Porcentajes de eclosion de huevos incubados de hembras silvestres. Letras
iguales significa que no existe diferencia significativa entre ambas

réplicas.
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En el grupo de organismos en cautiverio también es posible distinguir

diferencias significativas (p<0.05). El orden o patrén de distribucién de las medias es

diferente y se observa un aumento en el porcentaje de fertilizacién a mediados de la

temporada (Figura 7).
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Figura 7.- Porcentajes de eclosién de huevos incubados de hembras en cautiverio.

Las letras iguales significan que no existe diferencia significativa entre

El andlisis de comparacién miiltiple de Tukey por réplicas (parejas) mostré

diferencias significativas entre todas las parejas (silvestres y de cautivero) con

excepcién de la réplica 3 donde no se observé diferencia significativa (P = 0.894)

entre el porcentaje de eclosion de la hembra silvestre y de la hembra de cautiverio.
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4.1.3 Correlaciones

Con el fin de encontrar algin pardmetro temprano de calidad de huevo en el
botete, se hicieron correlaciones entre los pardmetros medidos contra el porcentaje de
eclosion, el cual es una de las etapas criticas de cualquier cultivo de peces y uno de
los primeros pardmetros importantes con el que debe contar una especie con
potencial de cultivo.

Tabla XVII.- Tabla resumida de correlaciones.

Fertilizacién % Div. simétricas || Didmetro | Fecundidad
Eclosién r=02920 r’=0.0852 ||r=-0.4497 r’=0.2022 |r = -0.4136 r2=0.l710J r=.2728 r’=0.0744
p=.029 I p=.001 | p=.002 I p=.042
! longitud tiempo Incubacién temperatura oxigeno __l
E Eclosién r=0.1431 r’=0.0204 || r=0.2355 r’=0.0554 [|r=-0.1640 r’=0.0268 || r=0.1136 r3=o.0129|
| p=.293 p=.081 p=.227 I p=.404I |

No se observé ninguna correlacién con el poder estadistico suficiente que
pueda servir como algtin predictor de la calidad de huevo en términos de la eclosion

(Tabla XVII).

4.2 Experimento # 2

Este experimento fue llevado acabo a finales de la temporada de
reproduccién. Los médximos y minimos de temperatura durante las 48 hrs de
incubacién fluctuaron entre los 27°C y 29 °C. La salinidad fue de 35 % y el
fotoperiodo estuvo a 12 horas luz.
Para ambos parametros (fertilizacién y sobrevivencia) se hicieron regresiones y
ANOVA correspondientes. Las tendencias y ecuaciones fueron polinémicos ya que

fueron los valores de tendencia mas altos de correlacién encontrados.
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4.2.1 Fertilizacién

En los resultados mostrados en la figura 8 se observa claramente que la
relacién porcentaje de fertilizacién - horas post-ovulacién se mantiene constante para
la hembra en cautiverio usada por lo menos hasta las 9 - 10 horas que duré el
experimento. El andlisis de varianza realizado para la fertilizacién de la hembra de

cautiverio muestra diferencias significativas P = 0.006 con un poder alto de 0.997

(Tabla X VIII).
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Figura 8.- Efecto del porcentaje de fertilizacién con respecto al tiempo-postovulacién
en huevos de dos hembras de botete diana.

Tabla XVIII.- Andlisis de varianza para regresion polinomial (6to grado) de datos de
fertilizacion de hembra en cautiverio.

Fte. Variacion DF SS MS F P
Regresion 6 456.495 76.083 4.140 0.006
Residual 23 422.707 18.379

Total 29 879.202 30.317
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La hembra silvestre mostré el mismo comportamiento constante que la de
cautiverio durante las 3 primeras horas que se pudo obtener informacién. Después de
esto la hembra desové por completo y no fue posible continuar con la serie de
tiempos. Sin embargo, la Figura 8 muestra que la tendencia de los datos es altamente
similar a los de la hembra en cautiverio. El resultado del andlisis de varianza de la

hembra silvestre no fue significativo con un poder alto de P = 0.681 (Tabla XIX).

Tabla XIX.- Andlisis de varianza para regresion polinomial (3er grado) de datos de
fertilizacién de hembra silvestre.

Fte. Variacion DF SS MS F P
Regression 3 47.910 15.970 2.171 0.169
Residual 8 58.845 7.356

Total 11 106.755 9.705

En general se observa que la fertilizacién (para ambas hembras) se mantiene
alto y constante durante el periodo de horas post-ovulacién probado. Las ecuaciones

obtenidas de las regresiones fueron las siguientes:
y(cautiverio) = 0.0015x" - 0.034x" + 0.2411x* - 0.343x" - 1.894x" + 4.2983x + 96.172
y (silvestre) = 0.1535%° - 2.1177x* + 6.25x% + 94.187

Estas ecuaciones describen el comportamiento de la fertilizacién a los diferentes
tiempos post-ovulacion correspondientes a cada hembra. El factor de correlacién mas
alto fue el de la hembra de cautiverio con £ = 0.5192 contra r* = 0.4488 de la hembra

silvestre.

4.2.2 Sobrevivencia
La Figura 9 muestra la relacién porcentaje de sobrevivencia (48 horas post-

fert.) VS las horas post-ovulacién para los embriones incubados de ambas hembras.
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Los resultados muestran una estrecha correlacién (r*=0.948 y 1’=0.841 cautiverio Yy
silvestre respectivamente) entre las horas post-ovulacién que se utilizaron para

fertilizar e incubar los huevos y la sobrevivencia encontrada a esas horas.
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Figura 9.- Efecto de la sobrevivencia en una serie de tiempos post-ovulatorios en
huevos de dos hembras de botete diana.

El andlisis de varianza para la regresiéon de la hembra de cautiverio resultd

significativamente diferente P = 0.001 (Tabla XX) con un poder alto de P = 1.0. Los

resultados pueden ser interpretados con suficiente confianza.

Tabla XX.- Andlisis de varianza para regresion polinomial (6to grado) de datos de
sobrevivencia de hembra de cautiverio.

Fte. Variacion DF SS MS F P
Regresion 6 9171.383 1528.564 69.930 <0.001
Residual 23 502.743 21.858

Total 29 9674.126 333.591
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El andlisis de varianza para la regresion de la hembra  silvestre result6
significativamente diferente (Tabla XXTI) con un poder alto de Poder = 0.997. Los

resultados pueden ser interpretados con suficiente confianza.

Tabla XXI.- Andlisis de varianza para regresién polinomial (2% grado) de datos de
sobrevivencia de hembra silvestre.

Fte. Variacion DF SS MS F P
.Regresién 2 197.562 98.781 23.806 <0.001
Residual 9 37.345 4,149

Total 11 234.907 21,355 .



59

5. DISCUSION
5.1 Porcentaje de eclosion

Se encontraron valores altos de eclosién para el grupo silvestre
(82.60+16.96%) y de cautiverio (83.22+10.10%). El valor més bajo de eclosién
encontrado entre las incubadoras de ambos grupos fue 47.30%, aunque la mayoria de
éstas tuvieron valores por encima del 80%. Estos resultados son similares a las
eclosiones observadas por Martinez et al. (2002) de >90% y Komar (2001) de
87+3.5%, ambos en botete diana y el tltimo en un sistema incubador idéntico al
utilizado en el presente estudio. Morehead et al. (2001) encontraron porcentajes de
eclosién de 64 % en huevos de Latris linneata en cautiverio alimentados con una
dieta balanceada de pelets mientras que los alimentados con pescado fresco tuviéron
55% vy los silvestres 38%, sugiriendo que las diferentes dietas pueden afectar la
composicién bioquimica y algunos pardmetros larvales y de huevo. Mylonas er al.
(1996) describe porcentajes de eclosion de 45% en reproductores hibridos de
cautiverio de lobina blanca X lobina rayada inducidos con liberacién prolongada de
GHRHa. Los tasas de eclosion reportado por estos trabajos indican que la calidad de
huevo reportado en el presente estudio fue buena en base a las altas tasas de eclosién
observadas en ambos grupos; 82.60£16.96% y 83.22+10.10% silvestres y cautiverio
respectivamente.

No se encontraron diferencias significativas (P = 0.651) entre los porcentajes
de eclosién de ambos grupos; 82.60+16.96% y 83.22+10.10% silvestres y cautiverio
respectivamente. Morehead ef al. (2001) observé que la tasa de eclosion era casi el
doble para huevos de reproductores en cautiverio no inducidos y alimentados con

pelets que para reproductores silvestres inducidos con hormona LHRHa. Cerdi et al.
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(1994) también encontrd diferencias significativas (p<0.05) en la eclosién de la
lobina europea (Dicentrarchus labrax L.) a las que se les administraron dos dietas
diferentes.

Los huevos obtenidos de reproductores silvestres deben de ser de una calidad
adecuada para la produccién de larvas viables (Kjorsvik er al., 1990). Tomando lo
anterior como base y a los buenos resultados obtenidos en el pasado con lotes de
huevos silvestres de botete diana, se sugiere que los parimetros de los huevos
silvestres obtenidos puedan ser utilizados como referencia contra los lotes obtenidos
de reproductores en cautiverio de estas y futuras investigaciones concernientes a
calidad. Los resultados del presente estudio muestran una buena calidad de huevo de
las hembras de cautiverio que no es diferente de las silvestres hasta el punto de
eclosién.

Sin embargo, se encontraron diferencias significativas entre individuos de
cada grupo silvestre y cautiverio (Figuras 6 y 7). Esta variabilidad se aprecia mejor
en el grupo silvestre donde (Figura 6) las hembras 1, 3 y 5 tienen porcentajes de
eclosién mayor del 90 % y las hembras 2 y 4 tienen una mayor variabilidad y un
significativo menor porcentaje de eclosién 70 y 60 % en promedio respectivamente.
La edad de las hembras parece afectar la viabilidad y calidad de los huevos después
de la ovulacién en la mayoria de la especies que no han sido estudiadas (Kjorsvik er
al., 1990). Esta variacion entre individuos que se encontraron en condiciones
similares es natural y dichos factores posiblemente repercutieron en la calidad de
huevo y en los porcentajes de eclosion de los lotes de huevos provenientes de tales
hembras como Kjorsvik (1994) encontré en el bacalao (Gadus morhua). Las

diferencias encontradas en el porcentaje de eclosion entre individuos del mismo
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grupo (Figuras 6 y 7) sugieren que estas se deben en mayor parte a diferentes
factores determinantes de calidad de huevo presentes en cada individuo (deficiencias
nutricionales, estrés, edad de las hembras) durante el desarrollo gonadal y la
maduracién final (MF) los cuales no fueron determinados en el presente estudio. Al
parecer, la variacién entre individuos de cada grupo sea debida a la variacién natural
observada en lotes de peces.

En conclusién, se encontrd que la calidad de huevo (al momento de eclosién)

de las hembras de un afio en cautiverio es buena y fue 83.22+10.10%, la cual no es

diferente a la encontrada para las silvestres.

5.2 Predictores de Calidad de Huevo

El porcentaje de eclosién es el tiltimo pardmetro de calidad tomado de cada
réplica, el cual sirvié de comparacién contra cada uno de los demds pardmetros de
calidad. Este parimetro, junto con el porcentaje de fertilizacién, han sido los
parametros de mayor importancia utilizados como criterio en el asesoramiento de
calidad de huevo (Kjorsvik er al., 1990). La eclosién es sin duda el pardmetro més
confiable de todos los observados en este trabajo. Sin embargo es poco 1itil como
pardmetro de calidad debido a que involucra la incubacién de los huevos hasta ese
punto. El pardmetro de calidad de huevo mds titil y practico deberd ser aquel que
pueda ser observado previo a la incubacién, para lo cual es necesario amplio

conocimiento sobre el desarrollo normal de huevos (Kjorsvik ef al., 1990).
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5.2.1 Porcentaje de Fertilizacion

No se observaron diferencias significativas entre las fertilizaciones silvestres
95.20 £ 5.60 % y de cautiverio 93.87 £ 5.15 % lo que significa que este pardmetro de
calidad de huevo no es diferente entre los dos grupos. La fertilizacién en ambos
grupos fue mayor que la encontrada por Duncan er. al, (2003), la cual fue >81%
obtenfda también de reproductores silvestres inducidos con hormona LHRHa, pero
son ligeramente menores y con mayor desviacion que los encontrados por Komar
(2001) la cual fue de 95.5 + 0.09 %. Estudios parecidos de induccién, desove y
fertilizacién en reproductores nacidos en cautiverio de lobina blanca x lobina rayada
han reportado una media de 81.2 % de fertilizacién y una eclosién de 45 % (Mylonas
et al., 1996). Kjorsvik y Lonning (1983) reportan valores altos de porcentaje de
fertilizacion (90-100%) encontrados en estudios de calidad de huevo y desarrollo
temprano de el bacalao Gadus morhua L. En definitiva se encontraron porcentajes
altos de fertilizacién igual o mayores que los observados en otros estudios con el
botete diana y otras especies.

La correlacién entre la fertilizacion y la eclosién no mostré ninguna relacion
significativa (r’=0.085) entre ambos pardmetros. Los valores de fertilizacién mas
bajos obtenidos corresponden a algunas de las eclosiones mds altas reportadas,
mientras que valores de fertilizacién ligeramente mds altos correspondieron a los
valores mas bajos de eclosion. Esto sugiere que las fertilizaciones encontradas no
tienen ningun efecto evidente en la eclosion, por lo que al parecer para este intervalo
de datos, este parametro no es representativo de la calidad de huevo en botete diana.
Esta falta de correlacion se ha observado para otras especies como carpa (Cyprinus

carpio), vendance (Coreogonus albula), lenguado japonés (Limanda vokohama),
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rodaballo (Scopthalmus maximus), bacalao (Gadus morhua) y arenque del pacifico
(Clupea harengus pallasi), (Statova et al., 1982; Dabrowski et al., 1987; Hirose et
al., 1979; McEvoy, 1984; Kjorsvik et al., 1984; Hay, 1986: Citado en Kjorsvik er al.,
1990). En bacalao (Gadus morhua) los huevos con fertilizaciones entre 90-100% son
considerados normales (Kjorsvik y Lonning, 1983). Lo contrario se ha visto en
trucha arcoiris (Salmo gairdneri) y trucha café (Salmo trurta) en donde los
porcentajes de fertilizacién son bien correlacionados con la sobrevivencia (Springate
et al., 1984; Mylonas et al., 1992).

En el segundo experimento, viendo el efecto del tiempo post-ovulatorio
utilizado en la fertilizacién y la sobrevivencia se muestra claramente en la figura 8
que el nivel de asociacién de ambos pardmetros (fertilizacién y horas post-ovulacién)
es bajo para ambas hembras r’= 0.4488 y r’= 0.5192 (silvestre y cautiverio
respectivamente). Se observé que la fertilizacion se mantiene constante
indistintamente del periodo post-ovulatorio evaluado y que tal periodo no afecta la
capacidad de los huevos para fertilizarse. Contrario al efecto observado sobre la
fertilizacién, la sobrevivencia de los embriones incubados a las 48 horas post-
fertilizacién si mostré una disminucién durante las primeras 10 horas post-ovulacién
de 94.6 % a 56.08 % para la hembra de cautiverio y de 94.20% a 84.28 % durante las
3 primeras horas post-ovulacién de la hembra silvestre. La sobrevivencia de los
huevos a las 48 horas de haber sido fertilizados, estuvo fuertemente correlacionado
(r*=0.841 y r*=0.948) con el tiempo de ovulacién a la que fueron fertilizados (Figura
9). La sobrevivencia mdxima para las dos hembras fue observada en huevos

fertilizados una hora después de haber ovulado. Esto demuestra que los huevos de
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botete diana se encuentran en Optima calidad (sobrevivencia 48 horas) durante las
primeras dos horas post-ovulacion.

Resultados obtenidos por Springate er al. (1984) muestran que los huevos
recién ovulados de la trucha arcoiris (Onchorynchus mykiss) presentaban bajas
fertilizaciones comparados con los desovados 4 dias después de la ovulacion. Lo
contrario se observa en reproductores hibridos inducidos con GnRHa de lobina
rayada x lobina blanca, en donde se obtuvieron diferencias significativas (p<0.05) en
la fertilizacién a partir de la primera hora post-ovulacién (Mylonas et al., 1996). En
la trucha café (Salmo trutta) se ha observado que los huevos completan la
maduracién meidtica y son fertilizables cierto tiempo después de la ovulacién
(Mylonas et al., 1992). Estas diferencias en efecto post-ovulatorio en especies
muestran que el tiempo a fertilizarse después de la ovulacién afecta de diferente
manera a las especies, y que en botete diana, este pardmetro es mds importante a
considerarse que la fertilizacién. Lotes de huevos considerados de baja fertilizacién
(<80%) en botete pudieran considerarse de menor calidad aunque esto no ha sido
probado.

Los resultados de fertilizacién en este estudio, mostraron que: a) no hay una
correlacion respecto a la eclosién en el intervalo de datos obtenidos y b) que hay un
efecto negativo conforme avanza el periodo post-ovulatorio utilizado en la
sobrevivencia de los embriones, aunque la fertilizacién se haya mantenido alta
durante todo el periodo, por lo que se concluye que la fertilizacién es un pobre

pardmetro de calidad de huevo en esta especie.
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5.2.2 Porcentaje de huevos con blastomeros simétricos
Los datos de porcentaje de divisiones celulares presentaron la misma

diferencia significativa (p=0.046) entre huevos de reproductores silvestres 96.67 +

4.45 % y en cautiverio 94.27 + 3.37 %.

En la Tabla XVII se observa una baja correlacion (r*=0.2022) del porcentaje
de divisiones simétricas con respecto a la eclosién y con tendencia negativa. Esto
puede deberse principalmente a el pequeno intervalo de datos obtenido, ya que para
detectar correlaciones entre pardmetros de huevo y su viabilidad, es necesario
analizar muestras con un ampiio intervalo de calidad (Lahnsteiner et al., 2001).

Segtin Shields et al. (1997) generaimente se observa una relacién positiva
entre los porcentajes de sobrevivencia y la proporcién de embriones “normales”,
aunque andlisis estadisticos no siempre han sido aplicados. Porcentajes considerables
de huevos con blastomeros deformes (30%) se han reportado en reproductores
nacidos en cautiverio de Anarhichas lupus L. y han sido positivamente
correlacionados con la sobrevivencia de dichos huevos (Pavlov y Moksness, 1994).
Los porcentajes de blastomeros anormales (% blastémeros simétricos-100)
encontrados en este estudio son bajos (entre 4y 5 %) comparados con estos valores
y tienen una baja correlacién negativa (r*= 0.2022) con los porcentajes de eclosién.
De igual manera en el bacalao Gadus morhua L. Kjorsvik y Lonning (1983) y
Kjorsvik (1994) observaron muy pocos huevos anormales pero este dltimo observd
que estos bajos porcentajes estdn presentes tanto en la poblacidn natural como en
cautiverio.

Probablemente este pardmetro pueda ser mejor correlacionado con estadios

mads avanzados como la sobrevivencia de larvas o con la relacién positiva observada
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para bacalao (Gadus morhua L.) entre el de porcentaje de larvas rectas (normales) y
el porcentaje de eclosion observadas por Kjorsvik (1994).

Segtin Kjorsvik et al., (1990) un buen pardmetro de calidad de huevo debe ser
aquel que sea eficiente, posible de identificar temprano en el desarrollo y sencillo de
diagnosticar mientras que Shields et al. (1997) concluye que una revisién cualitativa
rapida de este pardmetro puede ser utilizado como asesoramiento de calidad de
huevo en lenguado del atlantico (Hippoglossus hippoglossus).

Los resultados obtenidos en el presente estudio sobre este pardmetro fueron
muy altos para ambos gmpoé (>90%) y no pueden ser utilizados como pardmetro de
calidad probablemente debido a que el intervalo de valores encontrado es muy
pequeiio y a que la calidad de huevos de ambos grupos fue muy similar. Aunque en
este experimento no haya sido evidente, no se debe descartar la buena determinacién

de calidad de huevo con este pardmetro en futuras observaciones.

5.2.3 Diametro de huevo

Los didmetros de huevo silvestres 0.716 = 0.0501 mm y de cautiverio 0.718 +
0.0427 mm encontrados no fueron significativamente diferente (p=0.4525) entre
grupos ni entre individuos (p=0.4660) y fueron muy similares a los reportados por
Komar (2001) los cuales promediaron 0.75+0.05 mm de didmetro.
No hubo correlacién evidente (r 2=0.171) entre el didmetro de huevo y la eclosidn, lo
que significa que el didmetro en estos peces sincrénicos puede variar ligeramente
como se ha observado en este estudio sin implicar un cambio de calidad al momento

de la eclosion.
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El didmetro de huevo ha sido uno de los factores determinantes de calidad de huevo
con mayor controversia. Bromage er al. (1992) cita a diversos autores como Small,
(1979) y Pitman (1979) los cuales sugieren que huevos de menor didmetro muestran
un aumento de mortalidad, mientras que otros como Glebe er al. (1979), Kato y
Kamler (1983) y Springate y Bromage (1985) sugieren que el tamafio de los huevos
no afecta la calidad en los mismos. Kjorsvik et al. (1990) mencionan que la
informaciéon publicada al respecto no proporciona evidencia que sugiera que el
didmetro de huevo sea un buen parametro de calidad de huevo y concluyen que los
huevos de menor didmetro no son diferentes en cuanto a calidad respecto a los de
mayor didmetro.

Estos resultados son constantes con los demds pardmetros medidos e
importantes para los peces de cautiverio principalmente ya que no dan pie a posibles
discrepancias entre los distintos pardmetros de calidad medidos. La comparacién
entre grupos realizada y la correlacién con la eclosion sugieren que los didmetros de
huevos de los organismos de cautiverio no son diferentes a los silvestres y que ambos

no repercuten en la viabilidad del huevo al momento de la eclosién.

5.2.4 Fecundidad relativa

No se observaron diferencias significativas entre las fecundidades relativas
medias de cada grupo 960.278 + 415.687 y 989.218 + 516.599 #huevos/Kg hembra
desovada aunque esta razén fue numéricamente mayor para el grupo de cautiverio.
Esto confirma que las hembras utilizadas de ambos grupos fueron similares en
tamafio (peso) y produccién de huevos lo cual es estadisticamente importante.

Fecundidades similares (953,769%112,247; n=5) son reportadas por Duncan et al.
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(2003) para peces silvestres inducidos de esta especie. Otros autores, Martinez er al.,
(2002) reportan haber extraido hasta 100 gr. de huevos de una hembra de botete
diana de 400 gr.

Aunque no se observan diferencias significativas (p=0.925) entre ambos
grupos (Tabla IX), en la Tabla VIII se pueden observar hembras menos pesadas y
con mayor produccién de huevos que otras. Esta variabilidad sugiere la existencia de
animales obesos con una baja fecundidad y hembras de menor peso, pero con un
mayor potencial reproductivo, lo cual debe estar regulado por factores no estudiados
en este trabajo como son la edad de madurez, el estatus nutricional y las condiciones
ambientales de reproductores silvestres principalmente. En la lobina marina
(Dicentrarchus labrax L.), se ha observado que las dietas de los reproductores tienen
un marcado efecto en la eficiencia reproductiva, fecundidad y caracteristicas del
desove (Cerda et al., 1994).

Pavlov y Moskness (1996) encontraron una fuerte correlacién positiva entre
la fecundidad total y el peso de las hembras de Anarhichas Ilupus L. que
aparentemente existe en poblaciones naturales. En este estudio esto no fue observado
(Figura 5; r=0.0372 y r*=0.0013) probablemente debido a dos causas: a) que los
reproductores fueron escogidos en base a un tamarfio similar y el intervalo obtenido
de tamafios y pesos no fue lo suficientemente grande para observar esta relacién y b)
que el nimero de muestras fue n<20.

Normalmente el trabajar con reproductores de diferentes edades, tamarios y
estados nutricionales es un problema ya que estos factores pueden afectar la
fecundidad de los organismos (Kjorsvik et al., 1990). La fecundidad relativa no fue

significativamente diferente para ambos grupos pero fue ligeramente mayor para el
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grupo de cautiverio lo que es un resultado positivo para la produccién masiva de
larvas. Lo mismo se observa en el bacalao (Gadus morhua L.) en donde aunque la
viabilidad de huevos provenientes de animales silvestres y de cautiverio puede no
variar, el nimero total de huevos producidos es claramente a favor de los
reproductores en cautiverio bien alimentados (Kjorsvik, 1994). La fecundidad
relativa tampoco mostré ningun efecto directo sobre la eclosidn y se sugiere que el
nidmero de huevos producidos por Kg. de hembra no tiene ningin efecto sobre la
calidad de los huevos (Tabla XVII) y que la variacion observada de fecundidad es

debida a factores “externos” mencionados con anterioridad.

5.2.5 Longitud

Al ser dificil determinar la edad de los reproductores y sus estatus
reproductivo, se obtuvieron pardmetros como el peso y la longitud para obtener datos
de un grupo “homogéneo” de reproductores. La longitud fue un pardmetro de alguna
forma discrimante de animales muy jévenes o muy viejos, o flacos y muy obesos a la
hora de ser inducidos y que de alguna manera influyd en tener lotes de peces

inducidos de tamafiosy edades similares.

La longitud de las hembras no evidencié ningtin efecto sobre los porcentajes de
eclosién, concluyendo que la longitud de las hembras utilizadas no tiene correlacidn

con la calidad de los huevos producidos.
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5.3 Parametros biologicos de sistema experimental.
Todas las lecturas tomadas al principio y final de cada proceso incubador se
encontraron sobre el nivel tolerable observado para la especie, estas lecturas

incluyeron salinidad, OD y temperatura.

5.3.1 Salinidad

El intervalo de salinidades observadas durante ambos experimentos fueron de
34 %o a 35 %o sin observar ningun efecto de esta variacion con la incubacién.
Martinez et al., (2002) observé valores de 34 %o durante el mismo periodo en un
sistema incubador de mayor tamafio. Martinez (2001) observé eclosiones altas a las
72 horas post-fertilizacion (sin llegar a la eclosién total) con salinidades entre 15%o0 y
40%o aplicadas inmediatamente después de la fertilizacidn, lo que sugiere que la

especie es eurihalina.

5.3.2 Oxigeno disuelto (OD)

El promedio de OD del de ambos grupos (silvestre y cautiverio) al momento
de eclosidn total no fue significativamente diferente y ambos estuvieron por encima
del nivel letal Iobservado en la especie. Los valores extremos encontrados en las
incubadoras fueron 2.55 mg/l con 48.96% y 5.7 mg/lt con 97.97% de porcentaje de
eclosién. Sin embargo esta relacién OD-Eclosidon no fue constante en el resto de las
réplicas ya que hubo incubadoras con porcentajes altos de OD (mayores a 5 mg/lt)
que mostraron bajos porcentajes de eclosién. Sin embargo, se observé un
agrupamiento de datos con altas eclosiones en incubadoras con concentraciones de

OD alrededor de 5 mg/lt durante el periodo incubatorio. Esto significa que el OD es
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un pardmetro importante a considerar en la incubacién masiva de los huevos aunque
no se haya observado correlacion evidente (r*=0.0129) respecto a la eclosién. Komar
(2001) encontré que las incubadoras sin flujo de agua y con aireacién regulada a
100ml de aire/min, generalmente mantenian los niveles de OD por encima de 5.9+
0.1 mg/L. Aunque la cantidad de aire suministrado (100ml de aire/min) fue regulada
al comienzo de cada proceso incubador, la cantidad de aire varié debido al cierre o
apertura de vdlvulas en otras dreas ajenas al cultivo; por esta razén los niveles de
oxigeno disuelto (OD) variaron.

La variacién en OD encontrado en las distintas incubadoras no tuvo ninguna
correlacién con los pardmetros de calidad estudiados, pero es un factor muy

importante a considerarse principalmente en la etapa larval y de incubacion.

5.3.3 Temperatura

El intervalo de temperaturas encontradas (26°C-29°C) de marzo a principios
de junio, concuerdan con las encontradas por Komar (2001) durante el mismo
periodo. Este intervalo de temperaturas es considerado natural para esta especie a
diferencia de la tolerancia termal encontrada para otra especie de botete (Takifugu
niphobles) por Yamahira (1996) la cual estuvo entre 16 y 24 % C con eclosiones de

hasta 90%.

La correlacion hecha entre la temperatura y eclosion muestra muy poca
afinidad (r*=0.0268) entre ambos parametros, en principio porque esta no fue la
cuestion en estudio y diferentes temperaturas no fueron probadas (Tabla XVII). Uno

de los efectos observados y debidos a la temperatura fue la reduccién de los tiempos
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incubatorios, la cual se vio al incrementar la temperatura durante los experimentos.
Esto mismo fue encontrado por Martinez (2001) a las 96 horas post-fertilizacion, en
donde los valores mds altos de eclosién se obtuvieron en las temperaturas mas altas
probadas (28 y 3 1°C) indicando un aceleramiento del proceso incubatorio debido a
las temperaturas.

Komar (2001) observé que la eclosion del botete diana tenia una relacién inversa con
la temperatura con el tiempo de incubacién; observé periodos de incubacién de 120
horas a temperaturas de 22-23°C y de 96 horas entre los 24-25°C en el mismo
sistema utilizado. Asimismo, el tiempo de incubacién observado para los distintos
lotes de huevos no muestra ninguna correlacién significativa (r*=0.006) con los
porcentajes de eclosién (Tabla XVII), aunque se observaron lotes de huevos
homogéneos de distintas hembras y de ambos grupos que tuvieron una eclosién
considerada alta y homogénea (entre 70 y 100 % alrededor de las 115 horas de
incubacién) la cual correspondié a temperaturas de 28 °C. Lo cual sugiere que la

temperatura éptima de incubacién podria estar muy cercana a este valor.

5.4 Parasitos.

Se observé una carga parasitaria “normal” en los reproductores silvestres
traidos a la unidad. Sin embargo, se ha observado que las altas temperaturas durante
el periodo de estudio y el estrés ocasionado por el manejo de los animales, favorece
el aumento de pardsitos en los organismos, inclusive en los animales de cautiverio
que durante el afio se mantuvieron en general saludables aunque no exentos de estos
problemas. Los pardsitos de ambos grupos fueron identificados como

Heterobothrium ecuadori y Neobenedenia melleni, ambos monogeneas, los cuales
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se alojan en branquias y piel respectivamente (Fdjer y Alvarez 2002). Ambas
especies fueron las causantes de la mortandad del tanque con reproductores T2 y la
razén por la que solo una hembra de este grupo (la primera de cautiverio) fuera
utilizada en el experimento.

El parasitismo en botete ha resultado ser un factor importante a resolver y se han
implementado técnicas profildcticas como las inmersiones en agua dulce y formalina

que han mostrado buenos resultados (Rodriguez, 2001; Fajer er al., 2001).



74

6. CONCLUSION

No se encontraron diferencias significativas entre la fecundidad y los
pardmetros estudiados de calidad de huevo (fertilizacién, didmetro de huevo, tiempo
de incubacién y eclosion) entre los reproductores silvestres y en cautiverio utilizados.
Esto significa que las practicas comunes de manejo y otras fuentes de estrés como el
hacinamiento y la alimentacién en peces de cautiverio de un afo, no afectan la
calidad de los huevos por lo menos hasta el momento de la eclosion.

No se observé ninguna correlacion de calidad entre los distintos pardmetros

estudiados y la eclosién, y se observé que aunque los huevos de botete diana pueden
tener altos porcentajes de fertilizacion aun 10 horas después del desove, la
sobrevivencia se ve dristicamente afectada.
Los resultados obtenidos muestran que para mantener una sobrevivencia embrionaria
por arriba del 80 % a las 48 horas de incubacién, es necesario realizar la fe rtilizacién
artificial con un médximo de 2 horas después de que la hembra ovula (momento en
que la hembra comienza a liberar huevos por presion abdominal artificial).

Es importante y promisorio el hecho de que la mayor parte de los pardmetros
no sean diferentes entre los dos grupos esto podria que por lo menos las hembras
mantenidas en cautiverio por un afio puedan utilizarse indistintamente de hembras
silvestres lo cual significaria un menor costo y esfuerzo en la captura de estos
tltimos, ademds de lo que un mayor control sobre los animales en cautiverio
significa, principalmente para su estudio y produccién masiva a futuro. Esto es un
elemento importantisimo ya que significa un gran avance el poder confiar en los

resultados que reproductores y descendencia de un afio de cautiverio puedan ofrecer.
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7. RECOMENDACIONES

e Realizar un estudio bromatolégico de los huevos de botete diana, ya que la
composicién bioquimica de huevos de buena calidad refleja las demandas
nutritivas y de crecimiento embrionarias. Ademds, el destino larval de ambos

grupos debera ser considerado en futuros estudios de calidad.

e Tratamientos hormonales han sido utilizados para estudiar los procesos de
ovulacién y sobre-maduracién de huevos, sin embargo poco se conoce sobre
el efecto de este método sobre la calidad de los huevos. Seria interesante ver
si existe alguna diferencia de calidad de huevos entre peces silvestres sin

induccidn y silvestres y cautiverio inducidos.

e Se recomienda utilizar el mayor ndmero de hembras posibles en
experimentos como el 2% referente a los efectos de la fertilizacién y

sobrevivencia en distintos tiempos post-ovulatorios
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