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Biotecnologia para la produccion masiva dejuveniles
del botete diana Sphoeroides annulatus: induccion
hormonal y cultivo larvario

Biotechnology for the mass production of juvenile bullseye puffer fish
Sohoeroides annulatus; hormonal induction and larval rearing

Maria Isabel Abdo de la Parra?, L. Estela Rodriguez-lbarral, Noemi Garcia-Aguilar?,
Gabriela Velasco-Blanco! y Leonardo Ibarra-Castro?

1Centro de Investigacion en Alimentacion y Desarrollo, A. C., Unidad Mazatlan Av. Sdbalo Cerritos s/n, CP. 82010,

Mazatlan, Sinaloa, México. abdo@ciad.mx

Abstract.- The bullseye puffer fish Sphoeroides annulatus is an important marine species due to its culture potential and
high market value in Mexico. Research on aspects of reproduction and larvae culture of this puffer fish commenced in
México in 1997 at Centro de Investigacidn en Alimentacién y Desarrollo (CIAD-Mazatlan Unit), Mazatlan, Sinaloa. This work
describes the following biotechnological developments for obtaining mass production of the bullseye puffer fish juveniles:
hormonal induction methods, spawning, egg fertilization and incubation, culture of live feed and larviculture.
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Resumen.- El botete diana Sphoeroides annulatus es un pez marino con alto valor en el mercado mexicano con potencial

para su cultivo. Las investigaciones sobre los aspectos reproductivos y cultivo de larvas de esta especie, iniciaron en
México a partir de 1997 en el Centro de Investigacidn y Alimentacién (CIAD), Unidad Mazatlan. El presente trabajo describe
el desarrollo de la biotecnologia para la produccion masiva de juveniles; la cual incluye los protocolos para la induccién
hormonal, desove, fertilizacién e incubacién de huevos, cultivo de alimento vivo y cultivo de larvas.
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INTRODUCCION

Meéxico es un pais que tiene un enorme potencial para €l
cultivo de peces marinos; cuenta con especies con un
ato valor comercial y con condiciones medioambientales
apropiadas para desarrollar una maricultura sustentable.
Sin embargo, hasta la fecha sélo el cultivo de camarén y
de algunos moluscos se realizan a escala comercial. En
cuanto al cultivo de pecesmarinosen el litoral del Pacifico
se han desarrollado recientemente algunas biotecnologias
parala produccion de juveniles para su engorda en jaulas
como es el caso del botete diana Sphoeroides annulatus
(Jenyns, 1842), una especie que se distribuye desde San
Diego, CA hasta Perl. Las especies del género
Sohoeroides poseen un cuerpo aargado, grueso, robusto
y relativamente suave. Su nombre comin se debe a los
patrones caracteristicos en la piel de la especie que
simulan un blanco detiro (dianas) (Thomson et al. 2000).
Se localizan en la zona costera, principa mente en zonas
protegidas, estuarios, lagunas costeras y otras areas
salobres; asi como sobre corales y en interfaces rocoso
arenosas. Es una especie fecunda que se reproduce a

finales de la primavera en zonas cercanas a la costa
(Amezcua-Linares 1996). Son preferentemente carnivoros
y contienen una toxina |lamada tetrodotoxina, que se
encuentra principalmente en el higado (Mallard et al.
1982, Nufez-Véazquez et al. 2000). Son organismos
gonocoricos (sexos separados), la fecundacion es externa
y los huevos fertilizados son esféricos, demersales y
adhesivos (Abdo delaParraet al. 2001, Martinez-Pal acios
et al. 2002, Duncan et al. 2003).

El botete diana presenta varios aspectos biol 6gicos
favorables para la acuicultura, es un pez que se adapta a
distintas condiciones ambientales, es eurihalino, de f&cil
adaptacion a cautiverio y manejo (Abdo-de la Parra &
Duncan 2002, Duncan & Abdo de la Parra 2002, Duncan
et al. 2003). Es una especie muy apreciada en el mercado
nacional, ya que posee un filete blanco, de excelente
sabor, buena consistencia, sin espinasy con un alto valor
comercial, su filete alcanza costos hasta de 110,00 pesos
kg®. Por todas estas caracteristicas, se ha considerado
Ccomo una especie apropiada para la acuicultura. Sin
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embargo, la principa limitante que se presenta en el
desarrollo del cultivo de peces marinos es lareproduccion
controlada y €l cultivo de larvas para poder obtener una
fuente confiable de juveniles para su engorda (Tucker
1998). El desarrollo delabiotecnologiade cultivo aescala
experimental del botete diana seinicié afinales de los 90
en el Centro de Investigacién de Alimentacién y
Desarrollo (CIAD), Unidad Mazatlan. En la actualidad se
cuenta con la biotecnologia a escala piloto para la
produccion de juveniles. El presente trabajo describe el
conocimiento actual sobre los principales aspectos
reproductivos y cultivo de larvas del botete diana
obtenidos a lo largo de 16 afios de investigacion en la
planta piloto de produccién de juveniles de peces marinos
del CIAD, Unidad Mazatlan.

REPRODUCTORES

El banco de reproductores se formo a partir de individuos
capturados en el medio natural en los meses de febrero a
junio cuando migran para desovar en aguas cercanas a la
costa'y en lagunas costeras. Se capturaron por medio de
anzuelos (pesca artesanal), en la boca del estero de
Teacapan, Sinaloa y se transportaron a las instalaciones
de investigacién del CIAD, Unidad Mazatlan. Antes de
colocarlos en los tanques de aclimatacion se sometieron
a tratamientos de agua dulce para disminuir o eliminar la
gran diversidad de parasitos que presentan. A este
respecto, se han logrado avances muy significativos en
cuanto a la identificaciéon y control de los parésitos que
presenta el botete diana (Fajer & Chavez, 1999, Ho et al.
2001, Fjer et al. 2003, 2004, 2008, 2011). Enlos primeros
afnos de experimentacion, el lote de reproductores se
mantenia bajo condiciones ambientales en tanques
circulares de fibra de vidrio de 3 m® con flujo constante
de agua (400% volumen dia!) filtrada a 20 um. Se
alimentaban 2 veces al dia, el 50% de la racién con un
alimento comercia paratrucha (El Pedregal, Silver Cup,
TolucaMéxico) y el otro 50% con un alimento balanceado
elaborado en CIAD, basado en los requerimientos
nutricionales del botete tigre (Kanasawa 1991, Abdo de
la Parra & Duncan, 2002, Duncan & Abdo 2002, Duncan
et al. 2003, Martinez-Chavez et al. 2003, Komar et al. 2004).
Actualmente, el lote de reproductores esta formado por
ejemplares silvestres adaptados al cautiverio y por peces
nacidos en cautiverio criados para este fin (generaciones
F1y F2), que se mantienen en tanques circulares de fibra
devidrio de 7 m3, con aireacién y flujo de agua constante,
con fotoperiodo y temperatura ambiental. Se alimentan
con una mezcla a base de alimento fresco compuesto de
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pescado, camarén y calamar y alimento comercial para
reproductores (INVE Fish Breed) a 3% de su biomasa
(Alvarez-Lgjonchereet al. 2008, GarciaAguilar et al. 2009).

I NDUCCION HORMONAL

El primer desove exitoso se obtuvo en 1997 de unahembra
madura recién capturada del medio natural, tras presion
abdominal para obtener los ovocitos, que fueron
fertilizados artificialmente con esperma obtenido de 2
machos silvestres maduros también recién capturados
en lacosta cercana a Mazatlan, Sin. (Martinez-Palacios et
al. 2002). A partir de entonces se inici6 la investigacion
para lograr la maduracion del botete diana en cautiverio.

MAcHos

Rodriguez-Montes de Oca (2001) evalud € efecto de la
hormona LHRHa en la calidad del esperma de S.
annulatus, reportando que el volumen espermatico
aumenta significativamente al aplicar la hormona, sin
afectar la calidad del esperma. Sin embargo, los mismos
autores demostraron que |os machos sin inducir maduran
en cautiverioy producen suficiente volumen parafertilizar
varios desoves; por lo tanto, para reducir costos,
actualmente los machos del lote de reproductores del
CIAD no son inducidos hormonalmente para su
reproduccion, sblo se seleccionan los machos que
presenten espermacon un porcentaje minimo de motilidad
del 90% y un tiempo promedio de duracion de actividad
de 150 s (Abdo-delaParraet al. 2010, Rodriguez-Ibarra
etal. 2010a, 2011).

HEMBRAS

El primer protocolo desarrollado en el CIAD para la
induccion hormonal de las hembras en cautiverio
constaba de 2 inyecciones intramuscul ares de la hormona
LHRHa, laprimera de 20 pm kg y la segunda de 40 pm
kg! o de la aplicacion de implantes intramusculares de
liberacion rapida EVACs (Ethylene-Vinyl Acetate
copolymer, University of Maryland Biotechnology
Institute, Centre of Marine Biotechnology Baltimore, MD,
USA) de la misma hormona, ambos métodos mostraron
buenos resultados (Duncan et al. 2003). Posteriormente
se evalud la aplicacién del implante via intraperitoneal
(Garcia-Aguilar et al. 2009) un procedimiento que mejora
significativamente el porcentaje de eclosion y tamafio de
la larva recién eclosionada. A partir de entonces, este
protocolo es el que se utiliza para inducir a las hembras
de S annulatus del lote de reproductores del CIAD. Se



induce a las hembras que presentan un tamafio minimo
de ovocitos de 0,5 mmy con el nlcleo situado cerca del
micrépilo; la dosis se aplica seglin €l peso de la hembra
seleccionada (50 ug< 10009, 75 ug=1000g, 100 g >1000g).
Las hembras producen 1,246,845 + 130,090 huevos por kg
de peso (Abdo & Duncan 2002, Abdo de la Parra et al.
2010, Duncan & Abdo 2002, Chéavez-Sanchez et al. 2008,
Garcia-Aguilar et al. 2009, Rodriguez-lbarraet al. 2010a,
2011).

FERTILIZACION, DESCRIPCION DE LOS HUEVOS
FERTILIZADOS Y DESARROLLO EMBRIONARIO

Parallevar a cabo lafertilizacion artificial, los huevos se
extraen de las hembras inducidas aplicando presién
abdominal y se colocan en recipientes limpios y secos,
los espermatozoides también se extraen por presion
abdominal y se colectan por medio de jeringas estériles.
Parafertilizar entre 10 220 g de huevos se aflade un mililitro
de espermay 500 ml de agua de mar esterilizadacon UV y
se mezcla suavemente durante un minuto. Posteriormente
se elimina el exceso de liquido y se afiade agua
nuevamente para enjuagarlos. Los porcentajes de
fertilizacion obtenidos son de 97 + 2%. Los huevos
fertilizados de S. annulatus son esféricos, miden al rededor
de 0,7 £ 0,03 mm de diametro. Son demersales,
transparentes y poseen una capa adherente. El saco
vitelino contiene varias gotas pequefias de aceite (Abdo
delaParraet al. 2001, 2010, 2012, Martinez-Palacios et al.
2002, Abdo & Duncan 2002, Rodriguez-lbarraet al. 20103,
2011, 2012). Martinez-Chavez et al. (2003) demostraron
que no hay diferencia en la calidad de los huevos
procedentes de hembras silvestres o en cautiverio, en
cuanto al porcentgje de fertilizacion, tamafio de los
huevos y porcentaje de eclosiéon, mantenidas bajo las
condiciones que dichos autores mencionan. El desarrollo
embrionario fue descrito por Duncan et al. (2002)! y
Martinez-Palacios et al. (2002). Los huevos fertilizados
se adhirieron a portaobjetos y se observaron bajo un
microscopio ocular para describir el desarrollo
embrionario y tomar fotografias. La primera division
celular ocurre 1:18 horas después delafertilizacion (HDF).
A las 3:35 HDF se forma el blastémero. La notocorda se
observaalas 9:40 HDF. Lacabezay lacola se distinguen
ala13:53 HDF. A las 21:29 HDF el embrién aumenta de
talla'y son visibles algunas vértebras arededor del tubo
neural. Después de las 27 HDF se observan |os primeros

movimientos del embrion y se aprecian algunos
melanoéforos en la superficie ventral del embrion. El
corazén se observo latir desde las 51 HDF. Los ojos se
observan pigmentados a partir de las 68 HDF y las
vértebras cubren completamente la longitud del tubo
neural. A las 76 HDF dainicio la eclosion.

ELIMINACION DE LA CAPA ADHERENTE DEL HUEVO

Como ya se menciond, los huevos fertilizados del botete
poseen una capa adhesivatranslGcidaalrededor del corion
compuesta principalmente por proteinas y azlcares
(Woynarovich & Horvath 1980, Sikkel 1990, Fujita &
Honma 1991), que sirve para que los huevos se adhieran
a determinados sustratos. En los primeros protocolos de
incubacion del botete diana, los huevos eran sembrados
en placas de vidrio (Abdo-de la Parra & Duncan 2002,
Komar et al. 2004), pero se adherian unos aotrosformando
masas solidas, provocando altas mortalidades por anoxia
ylo por la presencia de agentes patégenos como hongos
y bacterias (Rodriguez-1barraet al. 2009, Rodriguez-lbarra
etal. 2010q).

En especies como la carpa, bagre y €l esturién que son
cultivadas con éxito en el mundo, se han desarrollado
técnicas para el mejoramiento de gametos, a fin de
garantizar la obtencion de una gran cantidad de larvas
(Kowtal et al. 1986, Gelaet al. 2003, Demska-Zakéset al.
2005). Entre estas técnicas se encuentrala eliminacion de
la capa adherente de los huevos, utilizando productos
quimicos (enzimas, sales, &cido) y naturales (frutas, arcilla,
leche, talco), muy efectivas paradisminuir y/o eliminar la
adherencia de huevos de peces dulceacuicolas (Billard et
al. 1995, Gelaet al. 2003, Linhart et al. 2003, Linhart et al.
2004, Thai & Ngo2004, Demska-Zakéset al. 2005, Linhart
et al. 2006). Estas técnicas se estandarizaron para poder
aplicarlas en huevos de botete diana (Rodriguez-Ibarra et
al. 2010a), ya que por ser una especie de origen marino
posee caracteristicas diferentes a las especies
dulceacuicolas antes mencionadas (tamafio, tiempo de
incubacion, etc.); por 1o que el proceso de incubacion
debe manejarse de diferente manera.

En relacion a los productos quimicos aplicados, se
determind que los mejores porcentajes de eclosion se
obtuvieron con la enzima proteolitica proteasay el acido
ténico, métodos sencillosy répidos de aplicar (Rodriguez-
Ibarraet al. 2009, Rodriguez-lbarraet al. 2013). En €l caso
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del &cido tanico se ha observado que hay que manegjarlo
con mucho cuidado debido a su toxicidad ya que puede
dafiar a embrién cuando se hace una sobreexposicién de
los huevos; por lo tanto no es muy recomendable su uso
(Woynarovich 1983, Thai & Ngo 2004, Demska-Zakés et
al. 2005, Rodriguez-lbarra et al. 2010a, Rodriguez-Ibarra
& Abdo-de la Parra 2012). Los métodos para eliminar la
capa adherente aplicados a los huevos de botete diana
han mejorado el proceso de incubacion dentro del
protocolo del cultivo larvario de esta especie y se ha
reflejado en los elevados porcentajes de eclosion (96,47
+2,03%) y supervivencia larvaria (19,34 + 1,98%) hasta
el dia45 despuésdelaeclosion (DE), en particular cuando
los huevos son desgomados con la enzima proteasa
(Rodriguez-lbarraet al. 20103, 2013).

La aplicacion de productos naturales en el desgomado
de huevos de botete diana ha traido beneficios, tanto al
manejo de los huevos, como en los costos de la
produccion de larvas. Los productos que se utilizaron
fueron arcilla, leche, talco, pifiay papaya; sin embargo,
sblo los 2 ultimos lograron eliminar la adherencia de los
huevos, debido a las abundantes enzimas que contienen
dichosfrutos (bromelinay papaina, respectivamente), que
desnaturalizan los compuestos proteicos que recubren el
corion del huevo, eliminando asi su adherencia (L 6pez-
Lagoetal. 1996, Thai & Ngo 2004, Rodriguez-lbarraet al.
2009, Rodriguez-1barraet al. 2010a).

Se ha demostrado que al usar estas técnicas para
desgomar los huevos de botete diana, el tiempo de
incubacion disminuye ya que las larvas eclosionan antes
delas 72 HPF; Rodriguez-1barraet al. (2013) evaluaron el
efecto del desgomado de huevos con enzima proteolitica
y jugo de pifia en el crecimiento y supervivencia de las
larvas de botete diana y observaron que las larvas
eclosionaron a las 60 HPF, presentaron ausencia de
pigmentos y poco movimiento; sin embargo, el
desgomado de los huevos, no afect6 el crecimiento de
las larvas y se logr6 aumentar la supervivencia de las
larvasa19% hastael final del cultivolarvario (45 DDE), lo
gue representa uno los mayores logros obtenidos hasta
la fecha en el desarrollo de la biotecnologia del cultivo
larvario de esta especie.

DESINFECCION DE HUEVOS

El uso de desinfectantes durante la incubacion intensiva
de huevos de peces es primordial, ya que reducen lacarga
bacteriana presente y evita mortalidad de los embriones
durante este periodo, aumentando los porcentajes de
eclosion y supervivencia larvaria. Rodriguez-lbarra et al.
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(2011) evaluaronlaacriflavina, formalinay glutaraldehido
como agentes desinfectantes en huevos de botete diana;
y concluyeron que no es recomendable el uso de
desinfectantes en huevos desgomados de botete diana,
yaque a eliminar la capa adherente, €l corion queda méas
delgado y por lo tanto, es mas sensible al efecto del
desinfectante, causando altas mortalidades en los
embriones, disminuyendo el porcentaje de eclosion
(Rodriguez-1barra& Abdo-delaParra2012).

INCUBACION EN JARRAS M cDONALD

Dentro de la optimizacion de métodos de incubacién de
huevos de botete diana, se evalud el uso de las jarras
McDonald, con resultados positivos, registrandose
porcentajes de eclosion més altos que los que se obtienen
con los tanques de fibra de vidrio, que desde los inicios
del cultivo de esta especie ha sido utilizados en las
instalacionesdel CIAD (Rodriguez-lbarraet al. 2010a, b).
Las jarras McDonald son un sistema de incubacion para
especies dulceacuicolas como la carpa, bagre y tenca
donde los huevos son previamente tratados con quimicos
para disolver la membrana adhesiva (Thai & Ngo 2004,
Linhart et al. 2004, Carral et al. 2006) al igua que los
huevos del botete diana, por lo tanto, este tipo de
incubacion es muy eficiente y econémica ya que se
pueden incubar gran cantidad de huevos en un espacio
muy reducido.

EFECTO DE LA TEMPERATURA, SALINIDAD, AIREACION Y
TRATAMIENTO DEL AGUA EN LA INCUBACION DE HUEVOS

En el agua para la incubacion de huevos de botete diana
se evalud experimentalmente el efecto de diferentes
temperaturas (22, 25, 28 y 31°C) y salinidades (entre 0 y
60, conintervalosde 5. Sedetermind que a22°C el embridn
no logré desarrollarse; a 31°C la eclosién inicié a las 48
HPF; sin embargo, las larvas eclosionadas estaban
deformes, manifestando encorvamiento de la notocorda
y 0jos sin pigmentar; en el resto de los tratamientos, la
eclosion seinicié alas 72 HDF, pero a 25°C €l porcentaje
de eclosién fue muy bajo (20%). EI mayor porcentaje de
eclosién delarvas normales se obtuvo a 28°C. Lasalinidad
también tuvo un efecto sobre el desarrollo embrionario
del botete diana, a 0, 50, 55 y 60 los embriones no se
desarrollaron, a salinidad 5 las larvas eclosionadas no
sobrevivieron al entrar en contacto con el agua y los
mejores porcentajes de eclosion se obtuvieron entre 25y
35. Se concluy6 que la temperatura y salinidad del agua
pueden afectar el tiempo de incubacién, desarrollo
embrionario y supervivencia de las larvas recién



eclosionadas del botete diana (Abdo de la Parra et al.
2012).

Komar et al. (2004) realizaron un experimento para
determinar el efecto delaaireaciony tratamiento del agua
en laincubacion de huevos sin desgomar de botete diana
y demostraron que el porcentaje de eclosion larvaria se
incrementa al incubar los huevos con aireacion constante
y en aguafiltradaatravés de un filtro de 5 umy expuesta
ados lamparas de UV.

CULTIVO DE ALIMENTO VIVO

Para llevar a cabo la larvicultura del botete diana es
necesario contar con cultivos paralelos de alimento vivo
como microalgas (Nannochloropsis oculata e Isochrysis
sp.), rotiferos (Brachionus rotundiformis) y Artemia sp.
Las microalgas fueron cultivadas en el laboratorio de
alimento vivo del CIAD-Mazatlan, por medio deinéculos
sucesivos. Las cepas se mantuvieron en tubos de ensayo
y se escalond a partir de los tubos, a matraces de 250 mL,
posteriormente amatraces de 2 L y luego a garrafones de
20 L, bajo condiciones controladas de luz (iluminacién
continua con |&mparas de luz de dia) temperatura (20 +
1°C) y sdlinidad (34-35), usando como medio €l F/2 (Guillard
1975). Los garrafones se sembraron al exterior en columnas
de 80 L, apartir de que se sembraron columnas de 700 L,
parafinamente sembrar tanquesde 7000 L. A partir dela
etapa en garrafon, todos los cultivos llevaron aireacion
continua. Los tanques de microalgas fueron cosechados
paraalimentar rotiferosy paramantener el cultivo delarvas
en agua verde. Los rotiferos Brachionus rotundiformis
fueron cultivados también por indculos sucesivos. La
cepa se mantuvo en matracesde 1 L a unatemperatura de
25+ 1°Cy €l cultivo se escalond a partir de los matraces,
sembrando en garrafones de 20 L a temperatura ambiente
en tanques de 200 L para finalmente sembrar nuevamente
en tanquescilindroconicosde 1200 L. Losrotiferosfueron
alimentados con la microalga Nannochloropsis oculata
(15-30 x 108 célulasmL ). Cuando los cultivos alcanzaron
densidades superiores a los 100 rotiferos mL1, fueron
cosechados, luego €l producto se enjuagay filtraatravés
deuntamiz de 35 mmdeluz demalla, paraser resembrados
o bien utilizados paraalimentar laslarvas de botete (Abdo-
delaParraet al. 2010, Abdo-de la Parra et al. 2011). Por
otro lado, Artemia sp. no fue cultivadaen lasinstal aciones
delarviculturade peces marinos del CIAD Mazatlan, sino
que se obtiene eclosionando los quistes que facilita el
mercado comercial y los nauplios se cosechan y
enriquecen siguiendo las indicaciones de Velasco-Blanco
& Abdo-delaParra (2013).

L ARVICULTURA A ESCALA EXPERIMENTAL

Lalarvicultura a escala experimental (Tabla 1) se realiza
en tanques circulares de fibra de vidrio de color negro
con una capacidad de 600 L, con un drengje central al
cua se le coloca un tubo de pvc de 50 mm cubierto con
malla para evitar lasalida de los peces y alavez permitir
la limpieza del tanque. Cada uno cuenta con aireacion y
suministro de agua continuos y regulables en forma
independiente; el agua de mar se bombeo desde la playa
Brujas de Mazatlan y es filtrada a través de filtros de
arena con capacidad de retencion de particulas de 16 um
de didmetro y por un sistema de irradiacion UV de flujo
continuo con una potencia minima de emision de 60 mJ
cm?. Los primeros experimentos para desarrollar los
protocolos para la larvicultura se Ilevaron a cabo con
huevos sin desgomar, adheridos a placas de vidrio que
se colocaban en los tanques descritos, en sistemas
estaticos; es decir, sin recambio de agua. Las larvas
eclosionaron alas 72 HPFy midieron entre 1,98 a2,08 mm
de longitud total (LT). El cultivo larvario se llevo a cabo
con la técnica de agua verde incluyendo 100,000 células
ml* de Nannochloropsis oculata e Isochrysis sp. desde
el dia0 hastael dia1l DE. Laslarvas se alimentaron con
rotiferos Brachionus rotundiformis (5 a 10 ml?) a partir
del dia 2 hasta €l dia 26 DE; del dia 21 al 34 DE se les
suministraron 0,1 a 1 nauplios de Artemia ml-. El destete
serealizé apartir del dia29 DE con unadietaexperimental.
La supervivencia obtenida fue de 1,0% Yy alos 34 dias
después de la eclosion (DDE) midieron 18,2 + 0,8 mm
(Abdo de la Parra et al. 2001, 2010, Garcia-Ortega et al.
2003).

Actualmente la larvicultura (Tabla 1) a escala
experimental se realiza a partir de larvas procedentes de
huevos desgomados incubados en jarras McDonald
(Rodriguez-1barraet al. 2010b, 2012), el protocolo que se
sigue se describe en la Figura 1. El cultivo larvario se
Ilevaa cabo entre 27 a 29°C, salinidad de 33 a35y auna
concentracién de oxigeno disuelto de4,5a5,0 mg L. En
cada tanque se siembran alrededor de 31.300 larvas en
aproximadamente 200 L de agua. Al inicio del cultivo
larvario no hay flujo continuo de agua; solo se sifonea el
fondoy cadadiaseleafiaden 50 L de aguahastacompletar
lacapacidad del tanque. El flujo deaguaseiniciael dial3
DE recambiando 0,2 volUimenes dia® hasta el dia 16 DE.
Del dia17 a dia 20 serecambian 0,5 volumenes dia*. Del
dia 21 al dia 30 se recambiaun volumen de 0,8 a 1,0 dia™.
Del dia 31 a dia 45 DE, el recambio aumentade 1 a 3
volUmenes dia®. Al inicio del cultivo larvario, € flujo de
aireesde0,5L min?. A partir del dia16 DE seincremento
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Tabla 1. Comparacidon de los protocolos de cultivo y resultados obtenidos a través de los afios en la larvicultura
del botete diana (Sphoeroides annulatus) en el CIAD, Mazatlan / Comparison of culture protocols and results
obtained for the bullseye puffer fish (Sphoeroides annulatus) raised over a period of time at CIAD, Mazatlan

1997 2001 2005 2012
Fertilizacion de huevos Artificial Artificial Artificial Artificial
80+ 2,3% 90 +2,2% 97 +2,1% 97 +2,0%
Incubacion de huevos Cantidad de huevos (sin 20 g de huevos (sin desgomar) 10 g de huevos (sin 5 g de huevos desgomados en

Eclosion

Cria de larvas

Alimentacion de larvas

desgomar) no conocido.
Flujo continuo con agua
filtrada con UV en 50 L
22-28°C.

Alrededor de 80%

Tangques de 300 L en
agua esterilizada con UV.
Aireacion constante.

Sin definir cantidades de
rotiferos v nauplios de
Artemia.

tanque-1. Sistema estitico con
agua UV, aireacion constante en
300 L a27-28°C.

Alrededor de 80%

Tangues de 600 L en agua
verde (100,000 c¢él. ml™).
Aireacion constante,

5 rotiferos ml™', Nauplios de
Artemia sin enriquecer 0,5
ml™”, Destete a 29-30 DDE.

desgomar) tanque”. Sistema
estatico con agua UV,
aireacion constante en 300 L
a27-28°C.

852a90%

Tanques de 600 L en agua
verde (100,000 cél. ml™).
Adicion de copépodos. Nauplios
de Artemia enriquecidos.

10 rotiferos ml”, 0,5 copépodos
mil”, metanauplios de Artemia
enriquecidos 1 ml™”, Destete a los
30 DDE.

jarras McDonald, con agua
UV, aireacion constante, 27-
28°C.

Alrededor de 97%

Tanques de 3000 L en agua verde
(500,000 cél. ml"). Adicién de
copépodos.  Aireacion constante.
Mayor crecimiento.

20 rotiferos ml”, 0,5 copépodos
ml”, metanauplios de Artemia
enriquecidos 4 ml”. Destete a
los 26 DDE.

Supervivencia a los 45 DDE Sin datos 1,0% 3,0% 19,0%

Desarrollo de las larvas Sin datos Presencia de deformidades, Normal, sin presencia de hongos, Normal, sin  presencia  de
hongos y enfermedad de la mayor crecimiento al incluir pardsitos, menor mortalidad al
burbuja. copépodos, altas mortalidades al  inicio de la alimentacion exdgena

inicio de la alimentacion exogena v destete.
y destete.
DDE 0 5 10 15 20 25 30 35 40 45
Recambio de agua 0,2-0,5 1,0-1,5 135 2,0 3,0
vol.dia?
Sifoneo il
Nannochloropsis 500,000
oculata cél.ml!
Isochrysis sp. e
cél.ml1
10 20 10
Rotiferos mi-!
5 = 0,5 . . L.
Copépodos ml Figura 1. Protocolo de alimentacién actual
en el cultivo larvario del botete diana
Nauplios de i . di
Arte?'nias e 05 1 2 3 4 3 2 1 (Spholermdes ann.u’latus). (DDE: d!as
P después de la eclosién) / Current feeding
2/4 4/6 5/8 8/2 protocols in the larvae culture of the
Diecasilansy HRD bullseye puffer fish (Sphoeroides
annulatus). (DDE: days after eclosion)
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all minthastael dia28y apartir del inicio del destete
(dia29) hasta el 45 se aumenté a2 L min. Los primeros
diasde cultivo el fotoperiodo es de 24 h luz parapropiciar
el crecimiento de las microalgas suministradas, extender
el tiempo de alimentacién e incrementar el crecimiento
larval. La intensidad de luz durante todo el cultivo se
mantiene alrededor de 2500 lux. A partir del dia13 DE €l
fotoperiodo es de 12 h luz/12 h obscuridad (Abdo de la
Parra et al. 2011). A partir del dia 1 y hasta 13 DDE se
anadio a los tanques de cultivo una mezcla de 500,000
células ml* de N. oculata y 50,000 células ml-* de
Isochrysis sp. Del 2 hasta 6 DDE se afiaden 10 rotiferos
ml-L, previamente enriquecidos con microalgas (Alvarez-
Lajonchére & Hernandez-Molegjén 2001). Esta cantidad
aumentd a 20 rotiferos ml-tapartir del dia 7 hasta 15 DE.
Ademés, apartir de 2 DDE se afiadieron copépodos (Tisbe
monozota) obtenidos del laboratorio de nutricion del
CIAD (Puello Cruz et al. 2004) aunaconcentracion de 0,5
ml- hasta 15 DDE. De 16 a29 DDE lacantidad derotiferos
seredujo a10 mi-ty se afladieron 0,5 nauplios de Artemia
ml-t, y se incrementaron gradualmente hasta 4 nauplios
mi-L. El alimento vivo presente en cada tanque se contd
diariamente para gjustarlo a la cantidad requerida. El
destete se realiza en los mismos tanques de larvicultura a
partir del dia 29 DE, con una dieta comercial
microparticulada (Lansy 2/4, INVE Aquaculture México,
Mazatlan, Sinaloa, México) para terminar el dia 38 DE,
reduciendo gradualmente el nimero de metanauplios de
Artemia ml-1, hasta sustituirlos completamente por ladieta
artificial (Garcia-Ortegaet al. 2003, Abdo delaParraet al.
2011). Siguiendo este protocolo, lasupervivenciaalos 45
DDE aumento de uno hasta el 15%. Abdo-de la Parra et
al. (2005%) demostraron que el uso de copépodos (Tisbe
monozota) en la alimentacion de lalarvas de botete diana
aumenta significativamente el crecimiento y la
supervivencia de las larvas. Las larvas aimentadas con
rotiferos y copépodos hasta los 21 DDE midieron 7,4 +
0,3mm de LT y se obtuvo una supervivencia de 38,5 +
4,1%, mientras que las alimentadas s6lo con rotiferos
midieron 5,2+ 0,4 mm de LTy unasupervivenciade 21 +
6,3%. Por otro lado, Garcia-Ortega (2007, 2009) concluyo
que al alimentar las larvas de botete diana con
metanauplios de Artemia enriquecidos con acidos grasos
altamente insaturados también aumenta significativamente
el crecimiento y la supervivencia de las larvas en
comparacion con aquellas alimentadas con nauplios de

Artemia sin enriquecer. Ademés, al alimentar alas larvas
con Artemia enriquecida, €l destete puederealizarse desde
el dia22 DE, lo cual disminuyelos costos de alimentacion
y la mano de obra necesaria para producir el alimento
vivo (Garcia-Ortega 2007, 2009).

L ARVICULTURA A ESCALA PILOTO

El cultivo larvario del botete dianaaescalapiloto (Tablal)
se lleva a cabo en 6 tanques circulares de fibra de vidrio
con fondo blanco y paredes de color negro con una
capacidad de 3000 L, con un drengje central, sellado con
un tubo de 7,5 cm; sobre la pared se encuentra una
adaptacion para recambio y se coloca un tubo de 10 cm
ranurado y cubierto con mallafinaparaevitar lasalidade
lospecesy alavez permitir el recambio deagua. Laluz de
malla se cambia seguin el tamafio de lalarva. Cadatanque
cuenta con aireacion y flujo de agua continuos, los cuales
se regulan seglin se requiera (Alvarez-Lajonchere et al.
2007, 2010, 2011). El aguademar eslamismaqueseutiliza
paralalarvicultura a escala experimental. En cada tanque
se colocan alrededor de 60,000 larvastanque procedentes
de la incubacion de huevos desgomados en jarras
McDonald (Rodriguez-Ibarra et al. 2010ay b). El cultivo
larvario a escala piloto también se lleva a cabo con la
técnica de agua verde; y se sigue el protocolo de
alimentacién descrito para la larvicultura experimental
(Abdo-de la Parra et al. 2011). El cultivo se realiz6 a
temperatura ambiente (27 a 30°C), la salinidad del agua
oscila entre 33 a 35 y € oxigeno disuelto en el agua se
mantiene a 5,0 mg L. A escala piloto la supervivencia
obtenida es de arededor de 12% (Alvarez-L gjonchere et
al. 2011). El crecimiento es similar al obtenido por Abdo
delaParraetal. (2010, 2011).

DESCRIPCION Y CRECIMIENTO DE LASLARVAS

En la larva recién eclosionada, el saco vitelino ocupa
aproximadamente el 50% de la longitud de la larva;
presentan ojos pigmentados y algunos melanéforos en
la zona dorsal. Inmediatamente después de la eclosion
las larvas flotan en la columna del agua sin movimiento
significativo. La apertura de la bocay del tubo digestivo
seobservael dial DE iniciandoselaalimentacion exégena
entrelos dias 4 y 5 DE. Después de la absorcion del saco
vitelino, las larvas presentan una coloracion obscura y
se alimentan activamente en la columna de aguay en la

2Abdo-de la Parra M, LE Rodriguez-Ibarra, A Puello-Cruz, B Gonzalez-Rodriguez, G Velasco-Blanco, A Garcia-Ortega, L Alvarez-Lajonchere.
2005. Evaluacion del crecimiento y supervivencia de larvas de botete diana (Sphoeroides annulatus) alimentadas con copépodos
(Tisbe monozota). Segundo Foro Internacional de Acuicultura. Hermosillo, Sonora.
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superficie (Abdo delaParraet al. 2010). Martinez Palacios
et al. (2002) realizaron ladescripcién larvariahastalos 26
DDE. Las larvas recién eclosionadas miden entre 1,84 a
2,08 mmde LTy pesan alrededor de 24,8+ 1,05 ugy alos
37 DDE, cuando termina el periodo de destete, miden
aproximadamente 21,6 £ 2,94 mm de LT y pesan arededor
de0,14g (Tabla1) (Abdo & Duncan, 2002, Garcia-Ortega
et al. 2003, Abdo de la Parra et al. 2001, 2010, 2011,
Rodriguez-1barra et al. 2010a, 2011, Rodriguez-lbarra &
Abdo de la Parra 2012).

DENSIDAD DE SIEMBRA

Para evaluar el efecto de la densidad de siembra sobre el
crecimiento y supervivencia de larvas de botete diana, se
realizé un experimento en donde se colocaron 33, 66 y 100
huevos L en los tanques de 600 L, con 3 replicados por
tratamiento. Los huevos fertilizados se desgomaron
segun el protocolo propuesto por Rodriguez-Ibarra et al.
(2010a). Se determind el porcentaje de fertilizacion,
porcentaje y tiempo de eclosién, LT y supervivencia de
las larvas. Se concluyd que la densidad de siembra no
afecta al crecimiento, pero cuando la densidad es de 66 y
100 huevos L la supervivencia de las larvas fue
significativamente menor a la obtenida con una densidad
de 33 huevos Lt Los autores recomiendan realizar el
cultivo larvario del botete diana con 30 huevos
desgomados L ! para disponer de una mayor cantidad de
tanques sembrados por desove y aumentar la produccion
de juveniles (Abdo-de la Parra et al. 2011).

FOTOPERIODO EN LARVICULTURA

Estudios preliminares mostraron que el fotoperiodo influye
en el crecimiento y supervivencia de las larvas del botete
diana. Las larvas cultivadas con 12 h de luz crecieron
significativamente mejor que las larvas cultivadas con 18
y 24 h deluz. La supervivencia fue mayor también a12 h
luz. Sin embargo, los autores recomiendan realizar mas
estudios al respecto, utilizando fotoperiodos mas cortos
como 6 h luz: 18 h obscuridad (Martinez-Chavez et al.
2009).

EFECTO DEL DESGOMADO DE HUEVOSEN LA LARVICULTURA

Para evaluar el efecto de varios métodos de desgomado
sobre el crecimientoy supervivenciade larvas, Rodriguez-
Ibarra et al. (2013) Ilevaron a cabo €l cultivo larvario a
partir de huevos desgomados con enzima proteolitica
proteasa y con jugo de pifia; reportando una
supervivencia de 19% en las larvas procedentes de
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huevos desgomados con enzima proteolitica. Este
porcentaje de supervivencia es superior al reportado
hasta entonces (Alvarez Lajonchere et al. 2008, Abdo-de
laParraet al. 2010, 2011).

FISIOLOGIA DIGESTIVA EN LARVAS

Garcia-Gasca et al. (2006) examinaron €l desarrollo del
tracto digestivo para evaluar la capacidad digestiva de
larvas de botete diana desde |a eclosion hasta 32 DDE. El
desarrollo del tracto digestivo se analizé por histologiay
la actividad de la tripsina, mediante histoquimica. Se
observo que el intestino y el higado empezaron a
desarrollarse en €l dia 1 DE, seguido por el pancreas. La
actividad de la tripsina se detecté en el dia 2 DE; la
expresion y actividad maxima se observaron del dia 16 a
24 DE, que corresponde con el periodo de alimentacién
de nauplios de Artemia. No se observaron glandulas
géstricas durante todo el periodo de estudio. A partir del
dia28 DE, cuando inicia el destete, laactividad y sintesis
de la tripsina empieza a disminuir, lo cua sugiere que
existen otras enzimas méas importantes involucradas en la
digestion del alimento artificial. Algunas caracteristicas
del desarrollo del tracto digestivo del botete diana son
similares a otros peces marinos.

CANIBALISMO Y SU CONTROL EN LA LARVICULTURA

El canibalismo en las larvas de botete diana se ha
observado desde el dia 13 DE, los organismos de mayor
talla cazan a los pequefios. Para disminuir o tratar de
evitarlo, seinicialaaimentacion alas 6:00 amy se hace
necesario mantener las cantidades recomendadas de
alimento vivo durante todo el diay del tamafio adecuado
(incluyendo los alimentos artificiales) tratando de lograr
una distribucion espacial del mismo. En otras especies se
recomienda una separacion de tallas a través de
separadores, pero en el botete diana no es tan facil
realizarla debido a que este pez, ain en estadios
tempranos, tiende a inflarse cuando se siente amenazado
por lo cual no logran pasar a través de la rendija del
separador detallas; otraopcién esrealizar una separacion
visual, se baja el nivel de agua del tanque, se concentran
los organismos y se retiran los méas grandes con una red
de cuchara de mallafina, esta maniobra es muy |aboriosa
y puede estresar a las larvas, por lo que no seria
recomendable; el control del canibalismo se puede lograr
atendiendo las indicaciones anteriores respecto a la
alimentacion (Abdo de la Parra et al. en prensa)



EsTuDIOS TOXICOLOGICOSEN LARVAS

El botete diana posee una tetradotoxina presente en la
piel y en algunos 6rganos como higado, gbnadas e
intestino; latoxina no esta presente en el misculo, por lo
que el filete puede consumirse cuando se cocina
apropiadamente (Nufiez-Véazquez et al. 2000). En los
Gltimos 40 afios han ocurrido 37 muertes de humanos por
el consumo de botete diana (Poot-Delgado et al. 2011).
Estudios en otras especies de botete han demostrado
que los organismos cultivados contienen muy poca o
nula concentracién de la toxina, lo que demuestra que la
presencia de la toxina depende de la dieta del pez en su
medio ambiente natural (Matsui etal. 1982, Linet al. 1998,
Noguchi et al. 2006). Recientemente se realiz6 un estudio
para determinar la concentracion de tetradotoxina en
huevossinfertilizar, esperma, embriones, larvas, juveniles
y adultos cultivados de botete diana 'y se concluyd que
al igual que otras especies de botete en cultivo, no
presentan concentraciones de la toxina que puedan poner
en riesgo la salud humana (NUfez-V azquez et al. 2012).

EsTubiOosEN PROCESO

Uno de los principales problemas que presenta esta
especie, al igual que algunas especies de su familia, esun
crecimiento lento; varias investigaciones han demostrado
durante la etapa de pre-engorda una tasa de crecimiento
lenta (Abdo de la Parra et al. 2006, Garcia-Ortega 2009),
esto ha generado inseguridad para un desarrollo pleno
de lamaricultura de esta especie en México. Por |o tanto,
uno de los grandes retos es acelerar dicha tasa de
crecimiento, paralo cual unadelaslineasdeinvestigacion
actuales en el CIAD esta enfocada en este importante
aspecto. El crecimiento muscular es regulado
negativamente por diversos factores; entre los que se
encuentra el factor de diferenciacién de crecimiento 8
(GDF8) también conocido como miostatina, pertenece a
la familia del factor de crecimiento transformante beta
(TGF-B) (Stewart & Rittweger 2006, L ee 2010). En peces,
la miostatina no sélo regulael crecimiento muscular, sino
también otros procesos como son la regulacion osmaética
y lareproduccion (Lee et al. 2009). Actuamente, se esta
realizando un estudio para entender la funcion de la
miostatina en la regulacién del crecimiento muscular en
larvas y juveniles de botete diana en condiciones de
cultivo o cautiverio, para posteriormente bloquear la

3Garcia Gasca A. 2013. Investigadora del CIAD, Unidad Mzatlan

miostatinay evaluar el crecimiento en larvas y juveniles
(Com. pers. Garcia-Gasca®).

CONCLUSIONES

A través de los afios de investigacion se ha logrado la
domesticacion de la especie, 1os reproductores maduran
en cautiverio, aunque se recomienda inducir
hormonalmente a las hembras para la maduracién final y
asegurar la produccion de huevos. El ciclo reproductivo
se ha cerrado y actualmente se cuenta con organismos
F1ly F2, que se han criado en lasinstalaciones del CIAD,
Unidad Mazatlan para incorporarlos al banco de
reproductores. Se mejoré el porcentaje de eclosion de
larvas con la aplicacién de métodos de desgomado e
incubacion de huevos; se mejoro el crecimiento de larvas
a alimentarlas con copépodosy al enriquecer el alimento
vivo con acidos grasos poliinsaturados (PUFA); la
supervivencia de las larvas hasta los 45 DDE se ha
incrementado de 1,0% hasta 19,0% aplicando los
conocimientos adquiridos en cuanto a incubacion,
fotoperiodo, densidad de siembra, alimentacion larvaria
y destete, entre otros. Se demostrd que los juveniles de
botete diana producidos en cautiverio, no presentan
tetradotoxina 0 su presencia es casi nula. La presente
revision demuestralafactibilidad delaproduccion masiva
de juveniles de botete diana. El proximo reto sera
determinar la factibilidad biol6gicay econémica para su
engorda en estanques y/o jaulas
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