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Espaia

Abstract.- The effects of different water temperatures (22, 25, 28 and 31°C) and salinities between 0 and 60 psu
(with intervals of 5 psu) on egg incubation of the bullseye puffer (Sphoeroides annulatus) were evaluated in this
study. The embryos could not develop at 22°C and the highest hatching rate for normal larvae was observed at
28°C. At 0, 50, 55 and 60 psu larvae were unable to develop. Highest hatching rates were obtained at 25, 30 and
35 psu. It was concluded that water temperature and salinity affects the incubation period, embryo development

stage and larval survival of the bullseye puffer.
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INTRODUCCION

La temperatura y la salinidad del agua son dos de los
principales factores que influyen en los procesos vitales
de los peces; por ejemplo, la temperatura controla el tiempo
de incubacion de los huevos y la supervivencia de
embriones y larvas, para lo cual, cada especie requiere de
un rango 6ptimo de temperatura para su desarrollo; cuando
los huevos son incubados fuera de este intervalo, el
desarrollo embrionario puede acelerarse o retardarse,
produciendo embriones y larvas deformes, bajos
porcentajes de eclosion y elevada mortalidad de larvas
eclosionadas (e.g., Berlinsky et al. 2004, Anguis &
Canavate 2005, Radoniz et al. 2005, Yang & Chen 2005,
Geffen et al. 2006, Jordaan et al. 2006, Shi et al. 2010).

A su vez la salinidad también es un factor importante
para la incubacién de huevos de peces, ya que fuera de
un rango optimo de salinidad, el desarrollo embrionario
se ve afectado, provocando malformaciones en embriones
y larvas, puede alargar el tiempo y disminuir el porcentaje
de eclosion (Smith ez al. 1999, Haddy & Pankhurst 2000,
Kucera et al. 2002, Hennea & Watanabe 2003, Jian et al.
2003, Berlisnky et al. 2004, Gracia-Lopez et al. 2004, Zhang

et al. 2010). El botete diana, Sphoeroides annulatus
(Jenyns, 1842) es un pez marino con un alto valor comercial
en el mercado mexicano y actualmente estd considerado
como una de las principales especies para la
diversificacion de la maricultura en México. Aunque ya
se desarrollo la técnica para la induccion a la maduracion
(Duncan et al. 2003, Abdo-de la Parra et al. 2010), existe
poca informacion acerca de las condiciones Optimas para
el desarrollo embrionario del botete diana como el trabajo
realizado por Komar et al. (2004) relacionado con la
aireacion y filtracion del agua de incubacion y los trabajos
reportados por Rodriguez-Ibarra et al. (2010, 2011)
relacionados con el desgomado y tratamientos
profilacticos de los huevos de botete diana,
respectivamente. Sin embargo, no hay reportes sobre el
efecto de la temperatura y salinidad del agua de
incubacion de los huevos de esta especie. Un paso
esencial para el éxito del cultivo de cualquier especie, es
determinar las condiciones fisico-ambientales 6ptimas
para la incubacién de huevos.
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La determinacion del rango de temperatura y salinidad
adecuado para la incubacion de huevos de botete diana
es esencial para maximizar la produccion de semilla de
laboratorio, lo cual hace sustentable a cualquier cultivo
de organismos acuaticos. Por lo tanto, el objetivo del
presente trabajo fue determinar los intervalos adecuados
de temperatura y salinidad del agua de incubacion para el
optimo desarrollo embrionario, eclosién y supervivencia
de larvas del botete diana, para contribuir al desarrollo de
la tecnologia de cultivo de esta importante especie.

MATERIALES Y METODOS

REPRODUCTORES

Los reproductores se capturaron artesanalmente por
medio de anzuelos, en la boca del estero de Teacapan,
Sinaloa y se transportaron a las instalaciones de
investigacion del Centro de Investigacion en Alimentacion
y Desarrollo, A.C. (CIAD) Unidad Mazatlan, donde se
colocaron en estanques circulares negros de fibra de
vidrio con capacidad de 3 m® provistos con sistemas de
flujo continuo (4 volimenes dia™') de agua de mar filtrada
por filtros de arena y de cartucho de 5 um de retencion y
con aireacion. Durante la primera semana se les alimento
con alimento fresco (pescado, calamar y camarones) el
cual, posteriormente se sustituyd por alimento balanceado
para reproductores de trucha (El Pedregal, Silver Cup,
Toluca, México) y una dieta elaborada en CIAD basada
en Kanazawa (1991). Para la induccion a la maduracion
final, se seleccionaron hembras de alrededor de 800 + 50
gy 30 £ 5 cm de longitud total (LT) que presentaron
oocitos con un didmetro mayor a 0,5 mmy se les aplicaron
dos inyecciones de Des-Gly!®, [D-Ala®] -Luteinizing
hormone-releasing hormone ethylamide (LHRHa) (dia 0:
20 ug kg de peso de la hembra, y el dia 2: 40 ug kg'). Las
hembras ovularon al tercer dia después de las inyecciones
(Duncan ef al. 2003). Las hembras inducidas se separaron
del resto del lote de reproductores en otro estanque con
las mismas caracteristicas ya descritas. Se seleccionaron
machos maduros naturalmente, con un peso promedio de
750+20gy28+1,5cmdelLT.

OBTENCION Y FERTILIZACION DE HUEVOS

La fertilizacion se realiz6 artificialmente, ambos gametos
se extrajeron por presion abdominal y se mezclaron durante
2 min con agua marina filtrada y esterilizada con UV. Los
huevos fertilizados se enjuagaron con agua esterilizada
para eliminar el exceso de esperma e impurezas (Duncan
& Abdo-de la Parra 2002, Abdo-de la Parra et al. 2010).

Abdo-de la Parra et al.
Incubacion de huevos de Sphoeroides annulatus

SISTEMA EXPERIMENTAL PARA LA INCUBACION DE HUEVOS

Se montd un sistema cerrado de incubacion de huevos
en 5 cajas de plastico (Mik Piramide®, mod. 551) que
contenian 30 L de agua dulce mantenida a la temperatura
requerida para cada tratamiento; sobre las cajas se colocod
un soporte horizontal con perforaciones para soportar
recipientes de plastico de 300 mL. Las temperaturas
experimentales se controlaron por medio de termostatos
(Termal®, 300 W), los cuales se colocaron dentro de las
cajas de plastico. El sistema se mont6 en un cuarto
climatizado para mantener la temperatura del agua a 22°C
y a partir de esta temperatura se regularon los termostatos
para alcanzar las temperaturas evaluadas.

EFECTO DE LA TEMPERATURA EN LA INCUBACION DE HUEVOS

Los huevos del botete diana son adherentes por lo que
se adhirieron 50 huevos fertilizados en portaobjetos, los
cuales se colocaron en los recipientes de incubacioén con
250 mL de agua de mar a 35 ups, filtrada con UV. Las
temperaturas de incubacion fueron 22 £0,2; 25 +£0,3; 28 +
0,2 y 31£ 0,1°C; con cinco réplicas por cada tratamiento.
A las 24, 48, 72 y 96 h post-fertilizaciéon (HPF) se
observaron las laminillas para contar huevos muertos,
eclosionados y nimero de larvas presentes por medio de
un microscopio estereoscopico Estereomaster® (Fisher
Inc., USA) con una magnificacion de 100x. Las larvas
eclosionadas al momento de cada observacion se
extrajeron de los recipientes para no ser contadas
nuevamente. Se tomaron fotografias de los huevos de
cada tratamiento al momento de cada conteo y de las
larvas eclosionadas en un microscopio compuesto
(Zeiss®, Axioskop 20) con una cdmara digital integrada
(MC 80) y magnificaciéon de 50x, para observar el
desarrollo embrionario y la eclosion.

EFECTO DE LA SALINIDAD EN LA INCUBACION DE HUEVOS

El sistema de incubacion utilizado fue el mismo que para
el bioensayo de temperatura. En este caso la temperatura
se mantuvo constante a 28 + 0,1°C, en un portaobjetos se
colocaron 50 huevos fertilizados de botete diana y cada
uno se colocd en los recipientes de incubaciéon con 250
mL de agua de mar con las 13 salinidades diferentes, desde
0 a 60 ups a intervalos de 5 ups, con 5 réplicas en cada
tratamiento. Para ajustar las salinidades menores a 35 ups
se realizaron diluciones con agua dulce y para las
salinidades mayores se agrego cloruro de sodio (JT Baker,
USA); diariamente se registro la salinidad con un
refractometro para observar si aumentaba por la
evaporacion del agua y en ese caso se agregaba agua
dulce pararegularla. A las 24, 48, 72 y 96 HPF se observo



el desarrollo embrionario y se cont6 el numero de larvas y
huevos muertos en el microscopio estereoscopico. Los
huevos de cada tratamiento y de las larvas eclosionadas
fueron registradas fotograficamente. Los porcentajes de
eclosion de ambos experimentos se calcularon mediante
la siguiente formula (Ottesen & Bolla 1998): % de eclosion
= N° de larvas eclosionadas/N° total de huevos incubados
x 100.

ANALISIS ESTADISTICOS

Los datos de porcentaje de eclosion se transformaron a
arcoseno (Zar 1999) y se determiné la normalidad de su
distribucion (prueba de Bartlet) y la homocedasticidad
de su varianza (prueba de Levene) y se aplico un ANDEVA
(P<0,05). Para determinar las medias significativamente
diferentes entre niveles de factores se aplicaron pruebas
de comparaciones multiples de Tukey. Se utiliz6 el
programa estadistico Statgraphics Software Version 5

RESULTADOS Y DISCUSION

EFECTO DE LA TEMPERATURA EN LA INCUBACION DE HUEVOS

Los huevos vivos fertilizados de botete diana son
esféricos, con un diametro de 0,7 + 0,03 mm, son
demersales, adherentes y transparentes. En huevos vivos
de 50 HPF el vitelo contiene un aglomerado de globulos
de aceite y la formacion del embrion (Fig. 1a); en cambio
los huevos muertos presentaron un color obscuro y opaco
(Fig. 1b). A las 24 HPF los huevos incubados a 22°C no
continuaron desarrollandose y se present6 el 100% de
mortalidad. Los embriones del resto de los tratamientos
continuaron su desarrollo. A las 48 HPF inici6 la eclosion
a 31°C; sin embargo, las larvas eclosionadas presentaron
anormalidades y en el resto de los tratamientos, la eclosion
se inici6 a las 72 HPF y finaliz6 en los tres tratamientos a
las 96 HPF. Los porcentajes de eclosion a las 96 HPF a
28°Cya31°C (alrededor de 60%) fueron significativamente

(STSC Inc., Rockville Maryland, USA). diferentes (F(z’ = 34,45, P<0,01) al porcentaje de eclosion
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Figura 1. Huevos fertilizados y larvas de botete diana S. annulatus: a) huevos vivos, b)
huevos muertos a las 50 HPF y 22°C, c) larva normal (2,0 + 0,2 mm de LT) a 28°C, d) larva
deforme (1,4 + 0,3 mm de LT) eclosionada a las 48 HPF a 31°C / Eggs and larvae of bullseye
puffer S. annulatus: a) live fertilized eggs, b) dead fertilized egg at 50 HPF and 22°C, c) normal
larvae (2.0 + 0.2 mm TL) (28°C), d) deformed larvae (1.4 + 0.3 mm TL) hatched at 48 HPF at 31°C
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(20%) obtenido a 25°C (Fig. 2). A este tiempo de
incubacion no se presentaron larvas deformes en ninguno
de los tratamientos. Estos resultados sugieren que la
incubacion de huevos de esta especie debe realizarse a
temperaturas mayores a 25°C. Se ha demostrado que los
estadios tempranos de los huevos de peces antes de que
el embridén esté completamente formado, son muy
sensibles a los cambios del medio ambiente, tales como la
temperatura y el oxigeno disuelto (Stickney 2000); como
por ejemplo, en otras especies de botete como Takifugu
obscurus (Yang & Chen 2005) y T. flavidus (Shi et al.
2010), asi como para otros peces marinos tales como
Sprattus sprattus (Petereit et al. 2008), Centropristis
striata (Berlinski et al. 2004), Mycteroperca rosacea
(Gracia-Lopez et al. 2004), entre otras. Por otro lado, al
incubar los huevos de botete diana a 31°C, se aceler6 el
desarrollo embrionario y la eclosion se inici6 a las 48 HPF;
sin embargo, las larvas eclosionadas, a este tiempo,
presentaron los ojos sin pigmentacion y el notocordo
encorvado (Fig. 1d). Se ha reportado para muchas
especies de peces que al incrementar la temperatura de
incubacion mas alla del rango 6ptimo de cada especie, se
acelera el desarrollo embrionario y se acorta el tiempo de
eclosion; sin embargo, puede provocar anormalidades
en las larvas eclosionadas e incrementar la mortalidad
(Hansel & Falk-Petersen 2001, Rutaisire & Booth 2004,
Cingi et al. 2010, Shi et al. 2010). En este estudio, aunque
no fue calculado, se observd que el aglomerado de los
glébulos de aceite del vitelo era mas pequefio en los
huevos incubados a 31°C. Tucker (1998) mencion6 que
cuando la temperatura es mayor a la dptima, existe una
tendencia de que el vitelo se agote rapidamente y las
larvas eclosionan prematuramente, provocando que las
larvas tengan reservas energéticas deficientes y poca
habilidad para alimentarse, incrementando la mortalidad.
A 28°C la eclosion se inici6 a las 72 HPF y las larvas no
presentaron deformidades (Fig. 1c¢); este tiempo de
eclosion es el reportado para esta especie en estudios
anteriores, a temperaturas entre 27 a 28,5°C y con los
mismos porcentajes de eclosion final, alrededor de 60%
(Abdo-de la Parra et al. 2001, Garcia-Ortega et al. 2003,
Abdo-de la Parra et al. 2010). En Abdo-de la Parra et al.
(2010) se reportd que a 24,5°C la eclosion se inicid hasta
las 96 HPF. En el presente estudio la eclosion finaliz6 en
todos los tratamientos a las 96 HPF y aunque el porcentaje
de eclosion final no fue estadisticamente significativo a
este tiempo entre los huevos incubados a 28 y a 31°C, el
total de larvas viables no es igual, ya que las que
eclosionaron prematuramente estaban deformes. El rango
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optimo de temperatura para la incubacion de huevos de
cada especie en particular, dependerda de sus
caracteristicas biologicas y ecoldgicas (Tucker 1998); y
en este sentido, el mayor pico de reproduccion del botete
diana en la costas de Sinaloa se ha reportado para los
meses de abril y mayo y un pico menor en los meses de
octubre y noviembre (Sanchez-Cardenas et al. 2007),
temporada en la cual, la temperatura del mar oscila entre
26y 28°C. Los resultados de este estudio mostraron que
la temperatura del agua de incubacién tiene un efecto
sobre el desarrollo embrionario, tiempo y porcentaje de
eclosion de las larvas de botete diana.
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Figura 2. Porcentajes de eclosion (medias + desviacion estandar,
n= 5 réplicas) de huevos de botete diana S. annulatus incubados
a diferentes temperaturas: a) 48 HPF, b) 72 HPF y c) 96 HPF.
Letras diferentes en la barra indican diferencia significativa
entre tratamientos (P < 0,05). HPF = Horas post-fertilizacion /
Hatching percentage (mean + S.E., n=5 replicates) of bullseye puffer
S. annulatus embryos incubated at different temperatures: a) 48
HPF; b) 72 HPF y c) 96 HPF. Different letters in the bar indicate
significant difference among treatments (P < 0.05). HPF= Hours
after fertilization



EFECTO DE LA SALINIDAD EN LA INCUBACION DE HUEVOS

Se determindé que la salinidad también afectd
significativamente el desarrollo embrionario y porcentaje
de eclosion de las larvas del botete diana. A 0, 55 y 60 ups
el embrion empezo a desarrollarse, pero aproximadamente
a las 12 HPF ceso la division celular y a las 24 HPF se
present6 el 100% de mortalidad en estos tratamientos. En
el resto de los tratamientos el desarrollo embrionario
continud y no se observo eclosion. A las 72 HPF se inici6
la eclosion en todos los tratamientos restantes (Fig. 3);
sin embargo, las larvas eclosionadas en 5 ups no
sobrevivieron al entrar en contacto con el medio y en lo
huevos no eclosionados, se detuvo el desarrollo. A 10 y
45 ups las larvas eclosionadas si sobrevivieron al entrar
en contacto con el agua, aunque el porcentaje de eclosion
fue minimo (6 y 15%, respectivamente). Ottesen & Bolla
(1988) reportaron que las larvas recién eclosionadas de
Hippoglossus hippoglossus no sobrevivian al entrar en
contacto con agua a salinidades menores a 10 ups; este

mismo efecto fue reportado por Smith ez al. (1999) para
Paralichthys lethogstima. Segin Riis-Vestergaard (1987)
(fide Kucera et al. 2002) los huevos fertilizados de los
peces son impermeables a los solutos y son capaces de
mantener su osmolalidad a diferentes gradientes de
salinidad; sin embargo el proceso de eclosion es afectado
por los valores extremos de salinidad (Kucera et al. 2002),
como se observé en el presente estudio, y esto se debe
principalmente a que las larvas recién eclosionadas no
tienen completamente las branquias, los intestinos y
riflones formados, por lo que tampoco son funcionales;
por lo tanto, no cuentan con las capacidades
osmorreguladoras de los adultos. Sin embargo, las larvas
son capaces de tolerar un amplio rango de salinidades
debido a su piel relativamente impermeable y a sus células
de cloro cutaneas (Kucera et al. 2002), posiblemente por
eso, las larvas que eclosionaron en el presente estudio a
10 y 45 ups fueron capaces de sobrevivir al entrar en
contacto con el agua.
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Figura 3. Porcentajes de eclosion (medias + D.E., n=5 réplicas) de huevos de botete diana S. annulatus incubados a diferente
salinidad. Letras diferentes en la barra indican diferencia significativa entre tratamientos (P < 0,05). HPF = Horas post-fertilizacion
/ Hatching percentage (mean + S.D. n=5 replicates) of bullseye puffer S. annulatus embryos incubated at different salinities. Different letters
in the bar indicate significant difference among treatments (P < 0.05). HPF = Hours after fertilization
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A las 96 HPF se complet6 la eclosion en todos los
tratamientos; a 10 y 45 ups el porcentaje de eclosion no
fue mayor de 18%; a 15, 20 y 40 ups eclosion6 solo
alrededor del 40%; a 25, 30 y 35 ups se presentaron los
mayores porcentajes de eclosion (65%), siendo
significativamente diferentes (F san— 19,32, P < 0,0001)
al resto de los tratamientos (Fig. 3). No se observaron
larvas deformes en algin tratamiento.

Los peces que se distribuyen en aguas costeras,
usualmente son eurihalinos, cuyos embriones y larvas
pueden tolerar un amplio rango de salinidad (Tucker 1998);
tal es el caso del botete diana que se distribuye en las
costas de San Diego, California hasta Pert y penetra
también en lagunas costeras (Thompson et al. 1987). En
el presente estudio se demostréo que los embriones de
esta especie pueden desarrollarse y las larvas eclosionar
en salinidades desde 15 a 40 ups. Resultados similares se
han reportado para otras especies de distribucion costera
como es el caso de Mycteroperca rosacea (Gracia-Lopez
et al. 2004), Acanthopagrus butcheri (Haddy & Pankhurst,
2000) y Takifugu flavidus (Zhang et al. 2010), entre otras.
Los mayores porcentajes de eclosion de larvas de botete
diana se presentaron en los tratamientos de 25, 30 y 35
ups, estos valores coinciden con los valores de salinidad
en los cuales se lleva a cabo la época de reproduccion
natural reportada para esta especie en las costas de
Sinaloa, México (Sanchez-Cardenas et al. 2007).

El presente estudio ha demostrado que el desarrollo
embrionario y el tiempo de eclosion de las larvas de botete
diana dependen de la temperatura de incubacioén, y los
huevos pueden incubarse a salinidades desde 15 a 40
ups sin efectos adversos, 1o que sugiere que esta especie
de pez es eurihalina.
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