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Evaluacion de métodos para la eliminacion de la capa adherente de los
huevos del botete diana Sphoeroides annulatus (Pisces: Tetraodontidae)

Evaluation of methods for eliminating egg stickiness of the bullseye puffer fish
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Abstract.- six different hatching treatments and one control
were used to eliminate egg stickiness of fertilized bullseye puffer
fish Sphoeroides annulatus eggs in this experiment. Each
treatment was carried out in triplicate and the eggs were
incubated in fiberglass tanks. A fertilization rate of 96.2% +
2.4% was obtained and significant differences were observed

between treatments. The highest hatching rate occurred at 96.4
+ 2% with the protease enzyme solution whilst the lowest rate
was observed in the control (18.8 £ 5.3%). The hatching success
of the bullseye puffer fish is significantly improved by
eliminating egg adhesion.
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Introducciéon

Los estudios realizados en diferentes disciplinas sobre
el cultivo del botete diana Sphoeroides annulatus (Jenyns,
1842) en la unidad Mazatlan del Centro de Investigacion
en Alimentacion y Desarrollo (CIAD), han demostrado
que esta especie es altamente resistente al manejo y se
reproduce facilmente en condiciones de cautiverio (Abdo-
de la Parra & Duncan 2002, Martinez-Palacios et al. 2002,
Komar et al. 2004). La carne de especies de la familia
Tetraodontidae es de excelente gusto por su sabor y
firmeza (Bussing 1995, Martinez-Palacios et al. 2002,
Chavez-Sanchez et al. 2008), y en paises asiaticos,
especies como Takifugu rubripes tienen una gran
demanda y un alto precio en el mercado (Kikuchi et al.
2006). El botete diana ha sido consumido desde hace mas
de tres décadas en localidades del Noroeste de México y
se comercializa desde US $7 kg™ el organismo entero y
hasta US $11 kg el filete (Chavez-Sanchez et al. 2008,
Garcia-Ortega 2009). Los huevos viables del botete diana
son esféricos y transparentes, su vitelo contiene un
aglomerado de gldbulos de aceite y cuando estan
fertilizados poseen una capa adhesiva transltcida (Sikkel
1990, Fujita & Honma 1991), la cual le sirve para
adherirse a determinados sustratos para su desarrollo
embrionario (Abdo-de la Parra & Duncan 2002, Komar
et al. 2004). En especies como la carpay el esturion que
son cultivadas con éxito en el mundo, se han desarrollado

técnicas para el mejoramiento de gametos de alta calidad
bioldgica, lo cual garantiza la obtencién de una gran
cantidad de larvas. Los huevos de estas especies, al igual
que el botete diana poseen una capa adhesiva y se ha
observado que bajo condiciones de cultivo al incubarse
se adhieren unos con otros formando masas sélidas, lo
cual no permite una buena oxigenacion entre los huevos,
provocando altas mortalidades a causa de la anoxia y el
desarrollo de agentes patégenos como hongos y bacterias
(Kowtal et al. 1986, Demska-Zakeés et al. 2005). La
optimizacién de la reproduccion de la carpay el esturion
y para la obtencién de una gran cantidad de larvas,
depende en parte de los métodos que utilizan para remover
la capa adherente de los huevos. Al inicio del cultivo del
botete diana en el CIAD, los huevos se colocaban en
placas de vidrio para su incubacion obteniendo un
porcentaje maximo de eclosion de 80%, en donde se
observo el desarrollo de bacterias y hongos (Abdo-de la
Parra & Duncan 2002). El objetivo de este trabajo fue
realizar ensayos de diferentes métodos de eliminacion
de la capa adherente (desgomado) de los huevos del botete
diana para incrementar el porcentaje de eclosion.

Material y métodos

Los huevos fueron obtenidos de una hembra de 874 g de
peso y 33 cm de longitud total, inducida al desove con la
hormona liberadora de gonadotropina analoga (GnRHa)
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en implantes EVAc de liberacion rapida preparados en
laboratorio?! (Zohar et al. 1990). Para la fertilizacion se
utilizé un macho de 795 g y 30 cm de longitud total, al
cual no fue necesario implantarle la GnRHa. La
fertilizacion se realizé artificialmente mezclando los
gametos con agua marina filtrada por UV. Se utilizaron 5
g de huevos fertilizados por tratamiento y cada uno se
realizo por triplicado, incluido el control.

Los tratamientos consistieron en: a) Solucidn de
enzima proteolitica proteasa (Sigma-Aldrich®) (alcalasa
de acuerdo a Merck®) a una concentracion de 5 ml L?
durante 8 min; b) Solucién de enzima proteolitica
quimotripsina (Sigma-Aldrich®) a una concentracién de
0,024 ml L*durante 8 min, posteriormente se elimind
esta solucidn y se repitio la operacion y se agregd
nuevamente una concentracion de 0,24 ml L™ de laenzima
durante 16 min; c) Solucion de &cido tanico (Sigma-
Aldrich®) en una concentracion de 0,5 g L*durante 4
min; d) Jugo de pifia natural 10 ml L durante 3 min,
posteriormente se eliming esta solucion y se agrego jugo
de pifia concentrado durante 3 min; e) Técnica de
Woynarovich modificada, se agregé una solucion para
fertilizar compuesta por cloruro de sodio (4 g L) y urea
(3 g L1 disueltas en agua de mar; posteriormente se
elimind y se agregd a los huevos fertilizados una solucion
de cloruro de sodio (0,4 g L) y urea (0,3 g L) disueltas
en agua de mar durante 45 min. Finalmente se enjuagaron
los huevos con una solucién de cido tanico (0,5 g L%)
durante 4 min; f) Solucion de leche de vaca (100 ml L?)
la cual se deja actuar en los huevos fertilizados durante
50 min con recambios cada 4 min, posteriormente se
agrego arcilla (100 g L*) durante 10 min. Para el control
se utilizaron huevos fertilizados sin tratamiento los cuales
se sembraron sobre placas de vidrio.

Al final de cada tratamiento, los huevos se enjuagaron
con agua de mar filtrada con UV y se incubaron en
tanques negros circulares de fibra de vidrio de 600 L de
capacidad a una densidad de 33 huevos L. La incubacion
se llevo a cabo con agua de mar previamente filtrada hasta
1 um de retencion absoluta y pasada por una lampara
UV, con aireacion fuerte (2-5 L min), manteniendo el
oxigeno disuelto en 6 ppm y la temperaturaa 25,2°Cy
sin flujo continuo de agua.

Se evalud el porcentaje de eclosion de los huevos
tomando cuatro muestras aleatorias en distintos puntos
del tanque con un vaso de precipitado de 250 mL y se
contaron las larvas y los huevos presentes en un litro
(Alvarez-Lajonchére & Hernandez-Molejon 2001). Los

1University of Maryland Biotechnology Institute, Center of
Marine Biotechnology Baltimore, Maryland, Estados Unidos

porcentajes de eclosion se calcularon de acuerdo a la
siguiente formula:

E= [L/ (L+H)] 100

donde E = porcentaje de eclosion, L = nimero de larvas,
y H = ndmero de huevos.

Se determind la longitud total de las larvas mediante
un vernier digital (precisién 0,001 mm).

Los resultados del porcentaje de eclosion fueron
transformados a arcoseno y se determind la normalidad
de su distribucion mediante la prueba de Bartlett, asi como
la homocedasticidad de la varianza (prueba de Levene).
Los datos presentaron distribucion normal y fueron
evaluados mediante un analisis de varianza de una via
(ANOVA, STATGRAPHICS Plus 5.1 (Statgraphics™
net) (P < 0,05), y cuando se presentaron diferencias
significativas, se analizaron mediante pruebas de
comparaciones multiples de medias de Tukey (o < 0,05).

Resultados y discusion

El porcentaje de fertilizacién promedio fue de 96,2 +
2,4% con un rango de 92,14 a 98,57% (Tabla 1). Todos
los métodos utilizados eliminaron la capa adherente de
los huevos, excepto la enzima quimotripsina. El
porcentaje mas alto de eclosién se obtuvo con la enzima
proteasa (96,47 + 2,0%), mientras que el mas bajo se
presento en los huevos sin tratamiento (control) (18,82 +
5,3). Los resultados fueron significativamente diferentes
(P =0,0001) (Tabla1). Se ha demostrado que el tiempo
de incubacion depende de la temperatura (Martinez-
Rodriguez 2003 en Abdo-de la Parra & Duncan 2002) y
en el presente estudio la temperatura promedio de
incubacion de S. annulatus fue de 25,2°C, lo cual pudo
afectar el desarrollo embrionario de los huevos del control
y por consiguiente un bajo porcentaje de eclosién; a
diferencia de otros estudios donde a temperaturas
superiores a 27°C obtuvieron mejores porcentajes de
eclosién usando huevos con capa adherente (Martinez-
Palacios et al. 2002, Martinez-Rodriguez 2003).

El empleo de la enzima proteasa resulté ser el método
mas eficiente, considerando que ademas de obtener el
mayor porcentaje de eclosion, es una técnica sencilla 'y
rapida para desgomar los huevos de botete. Esta enzima
es usada muy frecuentemente en criaderos de Europa con
gran éxito para desgomar huevos de peces dulceacuicolas
como ciprinidos (Cyprinus carpio, Tinca tinca, Barbus
lutes) y silaridos (Silurus glanis), como parte de la
optimizacion de la reproduccion artificial de dichas
especies y con el objetivo de aumentar el porcentaje de
eclosion (Al Hazzaa & Hussein 2003, Gela et al. 2003,
Linhart et al. 2000, 2003a, 2003b, 2004, 2006). Otra de
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Tabla 1

Promedio + desviacion estandar de fertilizacion, eclosion y longitud total de las larvas de S. annulatus.

Valores con superindices indican diferencias significativas (P < 0,05)

Average + standard deviation of fertilization rates, hatching rates and total length S. annulatus larvae.

Different superscripts indicate significant differences (P < 0.05)

Tratamiento Fertilizacion (%) Eclosion (%) Longitud total (mm)
Enzima proteolitica proteasa 98.57+1.2 96,47 + 2,03° 1,93 +0,17
Acido tanico 9732+£23 87,05 = 5,39 2,01 0,10
Jugo de pifia 98.20+ 1.8 89,11 = 6,23% 1,95+ 0,15
Técnica de Woynarovich 96.56 + 3.6 77.64 +3,52° 1,90 = 0,12
Leche mas arcilla 92,14+ 3.5 78.08 + 0,62° 1.91 £ 0,16
Control 94,78 +2.2 18,82 + 5,39 1.92 = 0,04

las técnicas eficientes para desgomar los huevos de S.
annulatus y con altos resultados de eclosién (89,11 +
6,2%), fue el jugo de pifia, que tiene la ventaja de ser un
técnica rapida, sencillay econdmicay esta fruta se puede
conseguir facilmente durante todo el afio. Thai & Ngo
(2004) usaron jugo de pifia para desgomar huevos de
carpa y obtuvieron un porcentaje de eclosion de 86,6%,
muy cercano al reportado en el presente estudio.

Con la técnica de 4cido tanico se obtuvo también un
alto porcentaje de eclosién (87,05 + 5,3%), y comparado
con Demska-Zakés et al. (2005) y Carral et al. (2006),
que aplicaron este tratamiento a los huevos de la
lucioperca (Sander lucioperca) y de la tenca (Tinca tinca),
estos autores reportaron resultados inferiores al presente
estudio, de 35 a 52y 47,3%, respectivamente. El tiempo
de accion del acido tanico reportado por Carral et al.
(2006) de 15 s y Demska-Zakés et al. (2005) de 0,5, 2 'y
5 min, lo relacionan directamente a la efectividad de
eliminar la capa adherente y mencionan que a menor
tiempo no se elimina la adherencia de los huevos los
cuales se pegan entre si 0 a las paredes de la incubadora.
Sin embargo, es recomendable tener precaucién con este
acido ya que es toxico y puede dafiar al embrion
(Woynarovich 1983, Thai & Ngo 2004). Demska-Zakés
et al. (2005), observaron que, aunque a altas
concentraciones el acido tanico remueve la capa
adherente, las larvas al eclosionar no se liberan del corion
ya que éste se endurece y muchas de ellas mueren. Este
efecto no se observo en los huevos de S. annulatus.

La técnica de Woynarovich modificada (Rodriguez-
Gutiérrez & Garza-Mourifio 1985, Aydin & Koprici
2005) es otra de las técnicas empleadas para desgomar
huevos de peces dulceacuicolas, particularmente en carpa

(Appelbaum & Riehl 1997, Kopriici & Aydin 2004,
Aydin & Kopriicii 2005). Los resultados de eclosion
obtenidos con esta técnica fueron de 77,64 £+ 3,5% y con
la técnica de leche mas arcilla fue de 78,08 + 0,6. Estos
valores no fueron diferentes de los datos de eclosion de
S. annulatus en temporadas pasadas (80%, Abdo-de la
Parra & Duncan 2002), y por lo tanto no revisten un aporte
significativo a lamejora de la manipulacién de los huevos.
Al igual que los trabajos de Kowtal et al. (1986), Al
Hazzaa & Hussein (2003) y Carral et al. (2006), reportan
porcentajes de eclosidon de huevos de esturiones y
ciprinidos menores al 60% usando la técnica de
Woynarovich, la cual ocupa mayor tiempo y con
resultados de eclosion bajos. Por otro lado, Linhart et al.
(2000, 2003a), compararon la técnica de leche mas arcilla,
la cual se utiliza desde la década de los 70, con la técnica
de la enzima proteasa en los huevos de la tenca (Tinca
tinca), reportando que la enzima es una técnica mas
eficiente, porque requiere menor tiempo para desgomar
a los huevos y se obtiene un porcentaje mayor al método
de leche mas arcilla, resultados muy semejantes al
presente estudio.

El Unico tratamiento que no desgomé los huevos de
S. annulatus, fue el de la enzima quimotripsina. Linhart
et al. (2003b) utilizaron y recomendaron esta enzima y
la alcalasa por su efectividad para eliminar la capa
adherente de los huevos de la carpa. Por lo tanto, se
recomienda que en trabajos futuros se modifique esta
técnica en cuanto a dosis y tiempo de exposicion para
evaluar su efectividad en el desgomado y porcentaje de
eclosion de los huevos de S. annulatus.

El tiempo de eclosion de las larvas de S. annulatus se
presento a las 60 horas post-fertilizacion (hpf) en todos
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Figura 1l

a) Eclosion de las larvas de S. annulatus a) del control y b) del tratamiento con la enzima proteasa.
Las flechas indican los residuos del corion

a) Newly hatched S. annulatus larvae a) from the control and those b) treated with the protease enzyme.
Arrows indicate chorion residues

los tratamientos a excepcién del control (84 hpf) y el
tratamiento con la enzima proteolitica quimotripsina. La
eliminacion de la capa adherente parece estar relacionada
con el adelanto de la eclosion larval, probablemente
debido a las diferencias en grosor del corion (Fig. 1).
Las larvas recién eclosionadas midieron 1,93 + 0,03 mm
sin encontrar diferencias significativas de tamafio larval
entre los tratamientos (Tablal).

De acuerdo a los resultados de eclosion obtenidos en
relacion a cada una de las técnicas, se concluye que los
métodos de la enzima proteasa, el jugo de pifiay el acido
tanico pueden recomendarse para desgomar los huevos
de S. annulatus.
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