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RESUMEN

El huachinango del Pacifico Lutjanus peru es una especie de importancia
economica en las pesquerias y su tecnologia de cultivo se encuentra en
desarrollo. Los huachinangos cultivados en el CIBNOR con tres anos de edad se
dividieron en tres grupos experimentales: 1) tanque de reproduccion en el
CIBNOR, 2) estanque supralitoral en el CIBNOR y 3) tanque de reproduccion en el
CIAD. La primera maduracién de huachinango se presento al cuarto afio de edad,
a partir de mayo en el CIAD y a partir de junio en el CIBNOR del 2014. Los
huachinangos en el estanque supralitoral presentaron maduracion gonadica, pero
no desove. La supervivencia del huachinango cultivado fue del 16%, equivalente a
40 ejemplares, los cuales presentaron una longitud total (LT) promedio de 562 +
35 mm, una longitud patrén (LP) promedio de 469 + 31 mm, y un peso corporal
promedio de 2.71 + 0.41 Kg. De los 40 huachinangos, 9 fueron hembras, y 31
fueron machos, por lo que los sexos no se ajustaron a una proporcion de 1:1 (X2 =
12.1, P < 0.001), habiendo estadisticamente mas machos que hembras, lo que
sugiere que ocurrio una mortalidad diferencial por sexo durante el cultivo, en
donde al parecer, las hembras fueron mas susceptibles de morir durante la
engorda y/o la primera maduracion, lo cual requiere de mas investigacion. Las
hembras presentaron una LT de 530 + 13 mm, con un minimo de 510 y un maximo
de 545 mm, una LP de 434 + 12 mm, con un minimo de 420 y un maximo de 450
mm, y un peso de 2.45 = 0.11 Kg, con un minimo de 2.30 y un maximo de 2.60
Kg. Los machos presentaron una LT de 564 + 52 mm, con un minimo de 490 y un
maximo de 650 mm, una LP de 462 £ 39 mm, con un minimo de 420 y un maximo
de 540 mm, y un peso de 2.76 + 0.46 Kg, con un minimo de 2.00 y un maximo de
3.50 Kg. La hembra de huachinango reproducida en el CIAD presentd una
fecundidad absoluta de 47,000 huevos/Kg/desove, mientras que la hembra
reproducida en el CIBNOR presentdé una fecundidad absoluta de 44,000
huevos/Kg/desove. Para la identificacion del sexo, se analizaron los niveles de
esteroides sexuales en plasma: 17B-estradiol (E;), 11-ketotestosterona (11-KT) y
testosterona. Con la proporcion 11-KT/E, se logré identificar el sexo en
huachinango cultivado (generacion 2010) y pargo amarillo cultivado (L.
argentiventris) (generacion 2007), asi como huachinango silvestre capturado en
julio. Sin embargo, no fue confiable identificar el sexo en los huachinangos
silvestres capturados en mayo. Con lo anterior, la identificacion del sexo a través
del analisis de esteroides sexuales fue confiable una vez que los peces
presentaron maduracion gonadica y reproduccion, pero no durante el comienzo de
la temporada reproductiva, o bien en huachinangos silvestres inmaduros.

Palabras clave: Lutjanus peru, maduracion, sexado por esteroides sexuales

Vo.Bo. Dra. Danitzia A. Guerrero Tortolero
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ABSTRACT

Pacific red snapper Lutjanus peru is a species of economic importance in fisheries
and its culture technology is under development. Three year old red snappers
reared at CIBNOR were divided in three experimental groups: 1) reproduction tank
at CIBNOR, 2) supralitoral pond at CIBNOR, and 3) reproduction tank at CIAD.
The first maturation of red snapper occurred during the fourth year of age, from
May at CIAD and from June at CIBNOR, 2014. Red snappers in the supralitoral
pond had gonadic maturation but not spawning. The survival of cultivated red
snapper was 16%, equivalent to 40 fish, which showed an average total length (TL)
of 562 + 35 mm, an average pattern length (LP) of 469 + 31 mm, and an average
body weight of 0.41 + 2.71 Kg. From the 40 fish, 9 were female, and 31 were
males, so the sexes did not fit a ratio of 1: 1 (X* = 12.1, P < 0.001), statistically
having more males than females, which suggests that differential mortality
occurred during sex culture, where apparently, females were more likely to die
during the grow out and/or the first maturation, which requires further investigation.
Females had a LT of 530 + 13 mm, with a minimum of 510 and a maximum of 545
mm, a LP of 434 + 12 mm, with a minimum of 420 and a maximum of 450 mm, and
a body weight of 2.45 + 0.11 kg, with @ minimum of 2.30 and a maximum of 2.60
kg. Males had a LT of 564 + 52 mm, with a minimum of 490 and a maximum of 650
mm, a LP of 462 + 39 mm, with at minimum of 420 and a maximum of 540 mm,
and a body weight of 2.76 + 0.46 kg, with @ minimum of 2.00 and a maximum of
3.50 Kg. The female snapper reproduced at CIAD had an absolute fecundity of
47,000 eggs/kg/spawn, while the female reproduced at CIBNOR had an absolute
fecundity of 44,000 eggs/kg/spawn. For the identification of sex, sex steroids levels
were analyzed in plasma: 17B-estradiol (E2), 11-ketotestosterone (11-KT) and
testosterone. The ratio of 11 KT/E; allowed the identification of sex in cultivated red
snapper (class of 2010) and cultivated yellow snapper (L. argentiventris) (class of
2007), and wild red snapper caught in July. However, it was not reliable to identify
the sex in the wild snapper caught in May. Therefore, the identification of sex
through the analysis of sexual steroids was reliable once fish had gonadic
maturation and reproduction, but not during the beginning of the breeding season,
or immature wild fish.

Key words: Lutjanus peru, maturation, gender identification by sexual steroids
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1. INTRODUCCION

En la piscicultura marina, una especie es seleccionada para ser cultivada
cuando se han investigado y evaluado sus atributos de importancia bioldgica,
como son: un crecimiento rapido y resistencia al manejo y estrés en cautividad; su
importancia econdmica, tanto en la evaluacion de la especie como un recurso
natural explotable y su grado de explotacién pesquera; su consumo local, nacional
e internacional y otras caracteristicas de la especie que le afiadan valor comercial,
como el color, calidad de la carne y la preferencia de consumo. Estos analisis y
atributos se cumplen en el huachinango del Pacifico Lutjanus peru y por ello es
una especie en la que se estan invirtiendo recursos de investigacion y capital
privado para ser cultivada y comercializada en el mercado nacional e
internacional.
El cultivo de peces marinos implica investigacion en cada una de las etapas de
desarrollo de la especie de interés, desde el control de la reproduccién, la calidad
del desove, la metamorfosis larvaria, el comienzo de la alimentacion exdgena, la
evaluacion de peces producidos y la engorda de juveniles. Ademas, en cada una
de ellas se deben de llevar a cabo practicas de diagndstico, para el control de
parasitos y enfermedades, que permitan llevar a cabo todo el proceso con peces
saludables. Toda esta investigacion tiene la finalidad, en primera instancia, de
cerrar o completar el ciclo de vida en cautividad de la especie, ya que de otra
manera, aunque la especie tenga un potencial de cultivo, la tecnologia dependera
en su totalidad de la captura de reproductores silvestres, lo cual no permitira un
manejo acuicola adecuado. Adicionalmente, la captura de ejemplares silvestres
maduros de huachinango (reproductores) representa un alto costo ya que la
disponibilidad del recurso es de dificil acceso, dado el alto grado de explotacion
pesquera, el cual se abordara mas adelante.
En la ultima década, se ha realizado mucha investigacion en las distintas etapas
de desarrollo de L. peru y paralelamente, también se han evaluado otras especies
de lutjanidos con fines tanto de investigacion, asi como comparativos. La siguiente

informacion destaca las investigaciones en el control de la reproduccion de



lutjanidos que se han obtenido en la ultima década y que fundamentan el presente
trabajo de tesis.

La maduracion en cautiverio de reproductores silvestres de L. peru se logro por
primera vez, en un estudio de cinco afios, a través de la manipulacion de
temperatura y fotoperiodo, en donde el desove fue inducido a través de
inyecciones intramusculares de la hormona gonadotropina coridnica humana
(Dumas et al., 2004). A partir del ano 1998 hasta el dia de hoy, diferentes especies
de lutjanidos se han confinado en estanques supralitorales hasta llegar a adultos,
y en todas ellas se ha observado que los reproductores maduran y desovan de
forma espontanea durante el verano, sin embargo, el desconocimiento biolégico
de los ejemplares, no ha permitido establecer la edad y talla de la pubertad o bien,
de la primara maduracion gonadica (Guerrero-Tortolero, D. A., comunicacion
personal). La especie mas estudiada por la facilidad de obtener los ejemplares
silvestres ha sido el pargo amarillo L. argentiventris, en donde juveniles silvestres
de alrededor de 50 g de peso se cultivaron en estanques supralitorales, logrando
al cuarto afio de cultivo la maduracién y el desove natural durante verano-otofo y
adicionalmente, sincronizando y comprimiendo los cambios estacionales del
fotoperiodo y temperatura a un periodo de 3 meses, se logré la maduracién y el
desove natural durante el invierno, por dos afios consecutivos. Lo anterior conllevo
a concluir que era factible el producir huevos y larvas de esta especie durante todo
el afo (Guerrero-Tortolero et al., 2010). Otras especies que se han confinado y
que han madurado y desovado de manera espontanea han sido: el huachinango
L. peru, el pargo colorado L. colorado, el pargo raicero L. aratus, y el pargo prieto
o cenizo L. novemfasciatus (Guerrero-Tortolero, D.A., y Pérez-Urbiola, J.C.,
comunicacion personal), especies en donde se requiere mas investigacion. Por
otro lado, también el pargo lunarejo L. guttatus es una especie de facil
reproduccion en cautiverio, en donde su pubertad se alcanza a los dos afios de
edad y aunque de manera natural la especie desova de manera espontanea, se
utilizan implantes de GnRHa (Gonadotropin Release Hormone analog) para

optimizar el desove (Ibarra-Castro y Alvarez-Lajonchere, 2009).



En la temporada reproductiva de verano del 2010, se lograron producir 250
juveniles de L. peru, en las instalaciones del CIBNOR, los cuales se transfirieron a
estanques supralitorales para su engorda. Con lo anterior, el primer objetivo de
esta tesis estuvo implicado en analizar la talla y la edad en que estos peces
nacidos y cultivados en el CIBNOR, alcanzarian la primera maduracién y desove,
datos de suma importancia en el manejo del ciclo de vida de esta especie en
cautiverio.

Por otro lado, los lutjanidos no presentan dimorfismo sexual. La identificacion del
sexo es crucial para el manejo de reproductores en la piscicultura marina (Kohn et
al., 2013). En la actualidad, no existe un reporte en lutjanidos que indique
experimentalmente, cual es la proporcion de hembras y machos y la densidad mas
adecuada (incluyendo comportamiento) en un tanque de reproduccion, lo cual se
tendra que investigar en el futuro. Se sabe por ejemplo, que la proporcion del sexo
en tilapias tiene un efecto en la fecundidad de la hembras (Khalfalla et al., 2008).
En el presente estudio, los reproductores de L. peru con tres afos de edad, se
colocaron al azar en los tanques de reproduccién, dado que no habia forma de
conocer su sexo previamente. Con lo anterior, el segundo objetivo de esta tesis
estuvo dirigido a identificar el sexo a través de la cuantificacion de hormonas
sexuales, para lo cual, se muestrearon huachinangos silvestres al principio de la
temporada reproductiva, es decir, en peces de tamano reproductivo pero que no
mostraban signos de maduracion de gametos, y también se muestrearon
huachinangos silvestres y cultivados en reproduccion y como un control positivo y

comparativo, pargo amarillo de la generacién 2007 producido en el CIBNOR.



2. ANTECEDENTES

2.1. Generalidades de los peces lutjanidos

De acuerdo a la revision de Allen (1985), la superfamilia Lutjanidae esta
compuesta por 17 géneros y 103 especies de peces marinos que viven en los
arrecifes y son conocidos como pargos. Se limitan principalmente a las aguas
marinas tropicales y subtropicales, aunque tres especies de Indo-Pacifico habitan
en agua dulce, y los juveniles de varias especies entran a estuarios de manglary a
las partes bajas de los rios de agua dulce. La familia se distribuye en cuatro
faunas geograficas bien diferenciadas: (1) del Pacifico oriental, (2) Indo-Pacifico
Occidental, (3) del Atlantico oriental y (4) del Atlantico occidental. La familia
Lutianidae es divisible en cuatro subfamilias: Etelinae, Apsilinae,
Paradicichthyinae, y Lutjaninae que contiene cinco géneros monotipicos:
Hoplopagrus, Macolor, Ocyurus, Pinjalo y Rhomboplites, y las 65 especies
conocidas del género Lutjanus. Los pargos son delgados y habitan profundidades
intermedias hasta los 100 m. Sin embargo, algunas especies habitan en lo
profundo de 100 a 500 m. Presentan dientes en el vomer y su aleta caudal puede
ser truncada o notablemente bifurcada con escamas alargadas en la base de las
aletas caudal y anal. Los pargos son depredadores activos que se alimentan
principalmente de noche con una gran variedad de presas, aunque los peces son
dominantes en la dieta de la mayoria de las especies. Estan equipados con
grandes dientes caninos, adaptados para tomar y mantener su presa. Otros
alimentos comunes incluyen cangrejos, camarones, otros crustaceos,
gasterépodos y cefaléopodos. Los pargos de cuerpo fusiforme relativamente
delgado y con una aleta caudal bifurcada, como algunos miembros de los géneros
Ocyurus, Paracaesio, Pristipomoides y Rhomboplites, consumen una cantidad
significativa de plancton, especialmente urocordados, y tienen una denticion mas
débil con menos caninos agrandados en el mandibulas. La vida maxima de los

pargos se ha estimado entre 4 y 21 anos, sobre la base de anillos de crecimiento



en otolitos y vértebras. En general, las especies mas grandes tienen vidas mas
largas, quizas en el rango de 15 a 20 afos.

Los lutjanidos son gonocodricos (sexos separados) y muestran poco o ningun
dimorfismo sexual en la estructura o en el color patron. Después de la
diferenciacion sexual, el sexo permanece constante durante todo el ciclo de vida.
En promedio alcanzan la primera madurez en aproximadamente 43 al 51% de la
longitud total maxima, los machos inician su etapa de madurez, a tallas un poco
mas pequenas que las hembras. Sobre la base de la abundancia de larvas, dos
tipos de patrones reproductivos estacionales son comunes entre la familia: (1) una
temporada prolongada de verano, y (2) un patrén mas o menos continuo con la
actividad pico en la primavera y el otofio. Las hembras generalmente desovan
varias veces durante cada temporada reproductiva, con temperaturas que fluctian
entre los 24-26°C y los 26-28 °C, dependiedo de la latitud de sus zonas de
reproduccion. Los machos inician el cortejo “picoteando” y frotandose contra el
cuerpo de la hembra; eventualmente diez 0 mas peces se unen e inician un
ascenso en espiral, liberando los gametos cerca de la superficie. Los huevos
pelagicos son esféricos con un diametro que oscila entre 0.65 a 3.0 mm, aunque
los huevos de la mayoria de las especies son menores a 0.85 mm. Se
caracterizan por una sola gota de aceite pequefia que proporciona flotacion
durante la fase pelagica. Los tiempos de incubacion varian entre 17 y 27 horas
dependiendo de la especie y la temperatura. Las larvas recién eclosionadas son
escasamente pigmentadas, tienen un gran saco vitelino, ojos no pigmentados, sin
boca, y las capacidades de natacion muy limitadas. Las reservas del saco vitelino,
duran alrededor de 3 o 4 dias. La caracteristica mas llamativa de las larvas es el
desarrollo de una espina pronunciada en la cabeza y las espinas pélvicas y dorsal
alargadas. La metamorfosis generalmente se produce en longitudes totales que
varia entre aproximadamente 12 y 20 mm o después de una etapa pelagica
estimada de entre 25 y 47 dias.

Aunque los pargos rara vez constituyen el principal foco de las principales

pesquerias comerciales, son un importante componente de la captura artesanal



local en toda su area de distribucidon geografica. Debido a sus habitos solitarios y
comportamiento territorial, las especies mas grandes no son capturadas en
grandes cantidades, sin embargo, su comercializacion es alta en los mercados.
Los pargos son capturados con una variedad de métodos que incluyen lineas de
mano, trampas, diversos tipos de redes y artes de pesca de arrastre. Debido a su
amplia distribucion y el arte artesanal de pesca, existe poca estadistica de captura

para este grupo.

2.2. Huachinango

Lutjianus peru Nichols y Murphy (1922), nombre comun: huachinango del
Pacifico, Pacific red snapper (Fig. 1). Presenta un cuerpo alargado, comprimido,
con un dorso un tanto elevado, un perfil dorsal casi recto, hocico poco agudo, boca
ligeramente oblicua, dientes mandibulares pequefios, caninos débiles presentes
solo en la mandibula superior; dientes vomerinos agrupados en forma de
diamante. Aleta caudal lunada, alta, de I6bulos puntiagudos; aleta pectoral
puntiaguda, que llega al origen de la anal. Los especimenes grandes desarrollan
una ranura en la parte delantera del ojo a la nariz y en la parte superior del
preopérculo detras del ojo. Muesca preopérculo y pomo débil. Filas de escamas
en la parte posterior que se levantan oblicuamente sobre la linea lateral. Color
principal de rojo a rosa con una tonalidad plateada; las aletas rojizas. Espinas
dorsales (total): 10; radios blandos dorsales (total): 13-14; espinas anales: 3;
segunda espina anal mas fuerte que la tercera; radios blandos anales: 8. Hueso
preorbital muy amplio en los adultos. Su habitat es marino asociado a arrecifes
alrededor de 40 m de profundidad. Sin embargo, los adultos se encuentran sobre
fondos duros en zonas de arrecifes costeros hasta una profundidad de al menos
80 m. Su distribucién comprende el Pacifico oriental desde el bajo Golfo de
California hasta Peru (Tropical; 28°N - 17°S, 115°W - 74°W). Su talla de primera
maduracion es de 22 cm, su longitud total maxima es de 95 cm, su peso maximo

es de 5.8 Kg, y su longitud media es de 50 cm. Es carnivoro, se alimenta de



grandes invertebrados y peces. Se comercializan frescos o congelados gracias a

la excelente calidad de la carne (Allen, 1985).

Figura 1. Huachinango del Pacifico Lutjanus peru producido en CIBNOR. Foto Dr.
Rafael Campos Ramos.

La época de maduracion sexual y desove para L. peru corresponde al verano. En
el caso de las hembras se ha reportado que sus ovocitos pre-vitelogénicos
presentan un diametro de 400 um aproximadamente; ademas se ha puntualizado
que la fecundidad en las hembras se encuentra relacionada proporcionalmente
con el tamafno de las mismas y por lo tanto también con el peso. Los huevos
recién desovados presentan un diametro alrededor de 0.9 mm, mientras que la
gota de aceite presenta un diametro alrededor de 0.151 mm. La eclosion se
produce a temperaturas de 25 a 30 °C, con una longitud del eleuteroembrién
alrededor de 2.1 mm (Pintos-Teran et al., 2003).

L. peru es un recurso pesquero importante para México (Anénimo, 2010). Es un
pez muy popular en la industria restaurantera y turistica de tal forma que se oferta

en todo el pais. Aunque es intercambiable gastrondmicamente con otros pargos



rojos en todo el mundo, existen pocos datos de su exportacion. El precio entero se
encuentra en los $78/kg al mayoreo y $94/kg al menudeo (Andénimo, 2012)
habiendo una plusvalia en peces de talla L50 al ser el tamafio mas manejable y su
presentacion final gastronémica es muy valiosa modificando mucho el precio final
del pez como platillo (Santamaria y Chavez, 1999; Reddy et al., 2013). A nivel
genético, no hay una diferenciacion poblacional de huachinango a lo largo de las
costas de Baja California Sur, Sinaloa y Jalisco, por lo que se sugiere que existe
un flujo genético entre ellas (Rocha-Olivares y Sandoval-Castillo, 2003).
Actualmente se encuentra en su maximo aprovechamiento sostenible con indicios
de sobreexplotacion y no existe un control regulatorio de la pesca comercial para
esta especie en tallas y veda pero es recomendable que exista, siendo necesario
evitar la captura de individuos menores a 37 cm ya que estos son peces que aun
no han participado por primera vez en un evento reproductivo a pesar de su talla
adulta (Santamaria, 1999; Diaz-Uribe et al., 2004; Reddy et al., 2013). Los
registros pesqueros oficiales no permiten reconocer a las distintas especies
involucradas en la pesca de lutjanidos, por lo que el diagnostico ecologico y la
salud de las pesquerias puede llegar a considerarse impreciso actual e
histéricamente (Arreguin-Sanchez et al., 2011). La CONAPESCA emiti6é los datos
estadisticos de pesca para el anuario estadistico de acuicultura y pesca 2012, en
donde se registran los valores de captura para "Huachinango" y "Pargo" (Tabla I).
Eliminando las zonas del Atlantico en donde no habita L. peru, se obtiene que ese
afno las pesquerias extrajeron 3,108 toneladas equivalentes a L. peru y 2,668 de
lutjanidos similares del Pacifico mexicano ("pargo") como L. guttatus y L.

argentiventris (Anénimo, 2012).



Tabla |. Registro pesquero de huachinango (HUACH) Lutjanus peru y otras
especies de lutjanidos (PARGO) en el Pacifico Mexicano durante 2012.

PEZ ENTIDAD Total PEZ ENTIDAD Total
HUACH BC 0 PARGO BC 1044
BCS 769751 BCS 368797
CHIS 27012 CHIS 147474
COL 136344 COL 80432
GRO 602428 GRO 363889
JAL 428516 JAL 305485
MICH 161802.5 MICH 74016
NAY 321485.5 NAY 436147
OAX 453236 OAX 242566
SIN 237802 SIN 456395
SON 41728 SON 192232
Total HUACHINANGO 3180105 Total PARGO 266848
Total Kilos 5848583

Anonimo, 2012. Sagarpa Conapesca.

2.3. Reproduccion en peces marinos

De acuerdo con la revisiones de Mufioz-Cueto (2005), Yaron y Levavi-Sivan
(2011), retomadas por Burgos-Aceves (2011), la reproduccién en peces es
regulada por factores ambientales externos como el fotoperiodo, temperatura,
lluvias, presion atmosférica, mareas, alimento, densidad poblacional, presién de
depredacion, feromonas etc., que perciben los peces y que activan mecanismos
endocrinos internos, que sincronizan tanto machos y hembras e implican una
comunicacion y coordinacion de los érganos involucrados en la reproduccion
(Hazon y Balment, 1998; Rottman et al., 1991; Bromage et al., 2001). El sistema, o
eje endocrino reproductivo, conformado por el hipotalamo, la glandula pituitaria (o
hipdfisis) y la génada (HPG), descifra sefales tanto externas como internas para
dar inicio y término a la maduracién gonadica y determina el momento idéneo que
garantice una mayor supervivencia de la progenie, con liberaciéon de los gametos
(Van der Kraak et al. 1998; Bromage et al., 2001; Mylonas y Zohar, 2001; Yaron y
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Levavi-Sivan, 2011). El hipotalamo y la glandula pituitaria controlan la
reproduccion a un nivel neuroendocrino y se retroalimentan por la produccion de
hormonas de la gbnada, lo que ocasiona cambios morfolégicos en los peces como
la coloracién, impone el comportamiento reproductivo de cada especie, y moviliza
reservas energéticas para el desarrollo ovarico (Hoar, 1969; Habibi y Andreau-
Vieyra, 2007). Una vez iniciada la temporada reproductiva, se activa el eje HPG
integrando y traduciendo los estimulos ambientales en sefales electroquimicas,
por foto-receptores y quimiorreceptores del érgano pineal; perteneciente al
sistema nervioso central, los cuales interconectan circuitos neuronales precisos
para la liberaciéon de determinadas neurohormonas en el hipotalamo conocidas
como hormonas liberadoras de gonadotropinas (GnRHs) o gonadoliberinas que en
conjunto con otros factores cerebrales, como el factor inhibidor de la liberacion de
gonadotropinas (como la dopamina), regulan su actividad dentro de la hipdfisis
(Ekstrom y Meissl, 1997; Dufour et al., 2010). Las GnRHs, se producen en
diferentes areas del cerebro (hipotalamo) y acceden a la hipdfisis a través de
conexiones neuronales directas. Su interaccion con receptores especificos,
situados en la membrana de los gonadotréforos de la glandula pituitaria y
acoplados a diversos sistemas de segundos mensajeros, estimulan la sintesis y
secrecion de glicoproteinas conocidas como gonadotropinas (Peter, 1983). En la
hipdfisis se sintetizan dos tipos de gonadotropinas 6 GtHs: la GtH I, involucrada en
la vitelogénesis y espermatogénesis y la GtH I, involucrada en la maduracion final
del ovocito, ovulacién y espermiacién. Estas hormonas son homologas a la
hormona foliculo estimulante (FSH, en inglés) y a la hormona leutinizante (LH, en
inglés) respectivamente, de tetrapodos y mamiferos (Swanson et al., 2003). Una
vez sintetizadas, son liberadas al torrente sanguineo y secuestradas en la gbnada
en donde la GtH | 6 FSH estimula la sintesis de testosterona (T), un potente
androgeno (Schulz y Miura, 2002), sintetizada en la teca del ovocito y la cual es
aromatizada en la granulosa convirtiéendose en 17b-estradiol (Ez), un potente
estrogeno (Dye et al., 1986; Zanuy y Carrillo, 1987; Hara et al., 1993; Ng et al.,
1997; Gonzalez y Piferrer, 2003; Piferrer y Blazquez, 2005), en un proceso de
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retroalimentacién continuo (Peter y Yu, 1997). En las hembras, el higado responde
al estimulo de E; y produce vitelogenina (VTG), que viaja por torrente sanguineo y
es incorporada en los ovocitos via endocitosis en forma de vitelo (Babin et al.,
2007; Mananos et al., 1994), ocurriendo la vitelogénesis o primera etapa de
maduracion (Tyler y Sumpter, 1996; Ng et al., 1997; Dawson, 1998). En lo
machos, en esta primer etapa se lleva a cabo la espermatogénesis que culmina
con la produccion de espermatozoides flagelados o espermiogénesis (Mylonas y
Zohar, 2001). La segunda parte del proceso de maduracién final de la génada, se
lleva a cabo una vez que los ovocitos ya han alcanzado un tamano apreciable, y
los espermatozoides ya estan en los lumenes del testiculo. A partir de estas
condiciones se incrementan los niveles de GtH Il 6 LH y disminuye el nivel de GtH
| o FSH, por lo que se da un cambio en la sintesis de los esteroides producidos
por la gbnada. En las hembras cercanas a la etapa de ovulacion, se da un cambio
drastico a algun tipo de precursor de la progesterona, principalmente la 17a,20h-
dihydroxy-4-pregnan-3-uno, entre otros, dependiendo de la especie y en machos
se incrementa la 11-ketotestosterona (Redding y Patifio, 1993; Dawson, 1998;
Yaron y Levavi-Sivan, 2011). En las hembras, la maduracion final del ovocito
(FOM, en inglés) ocurre al finalizar la vitelogénesis. El nucleo o vesicula germinal
(GV, en inglés) migra hacia el polo animal formandose el micropilo, sitio de
entrada del espermatozoide. Las gotas lipidicas presentes en el citoplasma se
fusionan y hay un rompimiento de la membrana nuclear (GVBD, en inglés),
seguida de una marcada hidratacion del ovocito, y se reinicia la meiosis poco
antes del desove (Goetz, 1983; Yaron, 1995). En los machos, la etapa final o
espermiacion ocurre durante la temporada de desove e incluye la adquisicion de
motilidad del espermatozoide, hidratacion de los testiculos con plasma seminal y
produccion considerable de esperma (Slater et al., 1994). El proceso reproductivo
culmina con la liberacion de los gametos al medio externo en donde ocurre la

fertilizacion.
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2.4. Esteroides sexuales

De acuerdo con la revision de Yaron y Levavi-Sivan (2011), retomada por
Burgos-Aceves (2011), la gbénada de los peces teledsteos produce tres tipos de
esteroides que son importantes para la reproduccion (Foister et al., 1983): los
estrogenos, como el 17-3 estradiol (Ez), y la estrona; los andrégenos, como la
Testosterona (T), la 11-Ketotestosterona (11-KT), y la androstendiona y por ultimo;
las  progestinas, progestagenos o esteroides: Pregnenolona, 17a-
hidroxipregnenolona, Progesterona, 17a-hidroxiprogesterona (17aHP), 17a-20p3-
dihidroxiprogesterona (17020BDHP), 17a-203-21 trinidroxiprogesterona
(17020B21THP). En hembras, el cambio hormonal en la maduracion final de los
ovocitos (Maturation inducing steroids “MIS”, en inglés), en presencia de la LH,
puede estar involucrada una de las siguientes hormonas dependiendo de la
especie: el 17a,20b-dihidroxi-4-pregnan-3-uno (17,20bP 6 DHP), el 17,208,21-
trihidroxi-4-pregnan-3-uno (17,20B6,21-P o] 208-S o} THP), el
20bdihydroprogesterona y el 11-deoxicorticosterona (DOC) y son sintetizados vy
secretados de las células foliculares que rodean al ovocito (Nagahama vy
Yamashita, 2008). Después de su produccion los MIS atraviesan la zona radiata,
hacen contacto con receptores en la superficie de la membrana del ovocito
(Redding y Patifno, 1993; Thomas et al., 2002; Thomas, 2003) y se da inicio la
maduracion final, en donde esta involucrada el rompimiento de la vesicula
germinal (GVBD). De estos esteroides, el DHP esta considerado como el MIS con
mayor eficacia en la mayoria de los teleésteos (Voronina y Wessel 2003;
Nagahama y Yamashita, 2008). Estos cambios esteroidogénicos y el proceso de
maduracion final (FOM) pueden durar tan sélo horas, un par de dias o mas de una
semana dependiendo de la especie (Mylonas y Zohar, 2001). En los machos, los
principales androgenos son la T, la 17aHP, y la androsterona, los cuales son
precursores de la 11-KT y todos juegan un papel preponderante en la
espermatogénesis y el comportamiento reproductivo. Sin embargo, la 11-KT es el
principal estimulante en el desarrollo de los caracteres sexuales secundarios de

salmones y por lo tanto, los niveles de T y 11-KT varian durante casi todo la
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temporada reproductiva (Hoar, 1969). Ademas, se ha reportado al E; como una
‘hormona masculina” indispensable que juega un papel importante en la
renovacion de espermatogonias (Miura y Miura, 2003). Las hormonas esteroides
circulan en sangre ya sea de manera libre, ligados a albumina o a una proteina
ligante de esteroides especificos (sex steroid binding protein, SBP). Los
estrogenos y los androgenos, principalmente E; y T, se unen a estas SBP, aunque
también se unen a progesteronas y corticoides pero en menor afinidad. Los
esteroides unidos a las SBP se protegen del metabolismo, esto es, previenen de la
degradacion del esteroide por lo que la SBP actia como un reservorio plasmatico
de T y E, (Hobby et al., 2000).

2.5. Control de la reproduccién en cautiverio

De acuerdo con las revisiones de Zohar y Mylonas (2001), Mylonas y Zohar
(2001), retomadas por Burgos-Aceves (2011), la acuicultura tiene como objetivo
primordial la reproduccion de especies de mayor interés socio-econémico bajo
condiciones controladas de cautiverio. Sin embargo, las condiciones en las que se
encuentran las poblaciones naturales, no se pueden simular completamente en
cautiverio y por ello, en la mayoria de las especies se observan alteraciones en su
ciclo reproductivo, principalmente porque se genera una combinacion del estrés
por el confinamiento, la manipulacién, el espacio insuficiente y la falta de algun
estimulo ambiental apropiado (Schreck et al., 2001; Mylonas y Zohar, 2007).
Algunas especies no se reproducen durante el primer afio en cautividad y otras no
llegan a hacerlo nunca, probablemente por alguna alteracidon endocrina
(Matsuyama et al., 1991). Como se ha mencionado anteriormente, el eje HPG
involucra varios organos involucrados en la reproduccidn, de tal manera que la
disfuncion se puede presentar durante la primera etapa de la gametogénesis,
siendo ésta la mas frustrante en la acuicultura dado que los reproductores nunca
maduran; por otro lado, la disfuncion se puede presentar durante la maduracién
final (FOM), o bien, durante la ovulaciéon o desove (Zohar y Mylonas, 2001). Con lo

anterior, el manejo de factores ambientales, principalmente fotoperiodo vy
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temperatura, se deben de aplicar de una manera artificial, utilizando lamparas y
calentadores que simulen ciclos de fotoperiodo naturales de acuerdo a
incrementos graduales de temperatura. En algunas especies solo se logra llegar
hasta la maduracion gonadica, sin que se presente el cortejo reproductivo y el
desove, por lo que es necesario inducir la maduracién final a través de la
administracion de tratamientos hormonales exégenos (Mylonas y Zohar, 2007). En
primer instancia se utilizaba extracto crudo de pituitaria (Houssay, 1930), y
posteriormente se comenzé a utilizar la hormona gonadotropina corionica humana
(hCG, en inglés), extraida de la orina de mujeres embarazadas (Lam, 1982), sin
embargo, se ha visto que en algunos peces pueden llegar a generar resistencia
inmune a dicha glucoproteina (Zohar y Mylonas, 2001). La hCG estimula
directamente la génada y actualmente es muy utilizada. Otra forma de inducir el
desove es con el uso de hormonas que estimulen cerebro y la pituitaria y que
indirectamente estimulen la gbnada de una manera mas natural. Para ello se han
utilizado analogos a la hormona liberadora luteinizante (LHRHa en inglés)
(Thomas y Boyd, 1988), y/o bien, a la hormona liberadora de gonadotropinas
(GnRHa en inglés) (Peter et al., 1988), ya que estos decapéptidos son pequefios y
no generan respuesta inmune, ademas pueden permanecer por mas tiempo en el
torrente sanguineo ya que son resistentes a la degradacion enzimatica de las
endonucleasas (Zohar y Mylonas, 2001; Mylonas y Zohar, 2007). Sin embargo, el
uso de GnRHa no siempre resulta en una ovulacién satisfactoria ya que se ha
observado que en especies con desarrollo asincrénico y desoves multiples, es
minimo el porcentaje de hembras que alcanzan la ovulacion y el desove, por ello
es que se emplean diversos tratamientos hormonales: GnRHa sola, GnRHa mas
dopamina, GnRHa mas LH, etc. y su uso dependera de la especie (Mylonas vy
Zohar, 2001). El problema con la induccion hormonal es que los reproductores se
tienen que manipular, es decir; se debe de aplicar anestesia para inyectarlos y
nuevamente anestesiarlos para la extraccion de los gametos, por medio de
stripping o presiones abdominales, lo cual genera un elevado estrés, que se ve

reflejado en la disminucion de la calidad del desove, fecundidad y fertilidad de los
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gametos por un efecto de inmunodepresion (Hobby y Pankhurst, 1997), o bien, un
incremento de estrés, evaluado mediante la concentracidén de cortisol en sangre, el
cual esta relacionado con una inhibicion en la produccion de los esteroides
sexuales (Tort et al., 2004).

2.6. Pubertad

La pubertad en peces es la transicion de un estado de juvenil inmaduro a un
adulto maduro en donde su sistema reproductivo es funcional por primera vez. Lo
anterior indica una capacidad funcional del eje cerebro hipdfisis y génada. En
algunas especies la maduracién precoz es un problema, (p.e. salmones vy
tilapias), esto provoca un menor crecimiento, una disminucion en la calidad de la
carne, deterioro en el estado de salud, entre otros (Taranger et al., 2010). En otras
especies la pubertad tardia también es un problema ya que la maduracién no se
presenta. La maduracién y la talla estan moduladas por factores genéticos vy
medioambientales. El establecimiento de la pubertad es regulada por el eje
endocrino y un rango de factores internos y externos que modulan esta activacion,
como puede ser el crecimiento, la grasa corporal, el fotoperiodo, la temperatura y

los factores sociales (Taranger et al., 2010).

2.7. ldentificacion del sexo en reproductores

La captura de reproductores de peces marinos del medio silvestre es la
primera fase esencial de toda actividad piscicola, para el establecimiento de un pie
de cria de determinada especie. La captura silvestre pudiera estar sesgada a
machos o a hembras, dependiendo de factores ecoldgicos como la profundidad,
como se reporta en L. vittus (Davis y West, 1992) y del comportamiento
reproductivo de los lutjanidos durante la reproduccion (Allen, 1985). La captura
silvestre podria estar sesgada a un sexo, en especies hermafroditas secuenciales
como los meros de la familia Serranidae, ya que los peces se desarrollan con un
sexo y posteriormente se revierten al otro (Warner, 1975). Sin embargo,

tratandose de especies gonocdricas, se procura tener un numero apropiado de
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reproductores en donde ambos sexos estén representados y se espera que
aproximadamente la mitad sean hembras y la otra mitad sean machos. Sin
embargo, la identificacién del sexo en la mayoria de las especies comerciales
marinas no es posible, como por ejemplo, la lubina del Mediterraneo Dicentrarchus
labrax, 6 la especie de este estudio, el huachinango del Pacifico L. peru, dado que
no se presenta un dimorfismo sexual, es decir, las caracteristicas sexuales
secundarias como color, morfologia corporal y apariencia relativa a la época de
apareamiento, son casi nulas o dificiles de percibir (Zohar y Mylonas, 2001). Para
la identificacidn del sexo por gametos sexuales, el pez debe de ser anestesiado;
se puede ejercer una ligera presidon sobre el abdomen del pez para poder hacer la
observacion de esperma fluyente, si no se observa nada, entonces se procede a
realizar la extraccidn de los tejidos gonadicos y ovocitos previtelogénicos mediante
un catéter (biopsa ovarica), si no se obtiene nada, se puede intentar identificar
anatdmicamente la papila genital, en donde en los machos se presentan solo dos
aberturas: la anterior, anal, y la posterior, urogenital, mientras que en hembras son
tres: la mas anterior, el ano, después el poro genital y por ultimo la abertura
urinaria (Alvarez-Lanjochére y Hernandez-Molején, 2001). Dicha técnica en
especies como los pargos y cabrillas, es 0 puede ser bastante especulativa, es
decir, depende del criterio de quien hace la observacion y por lo general es muy
imprecisa.

En el pez hapuku Polyprion oxygeneios no existe tampoco dimorfismo
sexual y la identificacion del sexo se pudo establecer mediante la presencia de
vitelogenina (Vtg) en plasma; sin embargo, el pez tenia que estar en su etapa de
maduracion para detectarla y cuantificarla. También la madurez gonadal se pudo
evaluar mediante imagenes de ultrasonido tanto en ovarios como en testiculos
maduros, pero con grandes limitaciones, dado la complejidad de las imagenes y la
interpretacion de las mismas. La técnica mas confiable fue la medicion de
hormonas esteroides y particularmente la proporcion hormonal de las
concentraciones de 11-ketotestosterona con respecto al estradiol E; (11-KT/Ey)
(Khon et al., 2013).
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3. JUSTIFICACION

El huachinango del Pacifico es una fuente de proteina de origen marino
bien recibida en la poblacién mexicana. El cultivo de esta especie podria fomentar
el consumo nacional e incrementar el mercado de exportacidén, asi como generar
empleos en la acuicultura. Sin embargo, es necesario que se tenga el
conocimiento cientifico y tecnoldgico relacionado a su ciclo de vida en cautiverio.
La aportacion de este estudio es de particular importancia ya que da a conocer el
registro de tallas y pesos de primera maduracion y el tiempo que se requiere para
cerrar el ciclo de vida del huachinango y asi programar futuras generaciones de
peces. Ademas, contribuye al manejo de reproductores con la identificacion del
sexo y fundamenta el método para investigaciones futuras en la generaciéon vy
seleccién de familias, entre muchos otros puntos de investigacion. El huachinango
del Pacifico L. peru presenta un crecimiento mas rapido en comparacion a otras
especies de lutjanidos evaluadas. Reportes de engorda muestran un crecimiento
de 2.64 - 2.79 g/dia (Gardufo-Dionate et al., 2010), y representa un gran potencial
de explotacion en costas mexicanas del Pacifico. En la actualidad, esta especie
recibe mucha atencién cientifica, tecnoldgica y empresarial. Por otro lado,
especies con tasas de crecimiento mas bajas, pero también importantes
econdmicamente y para la investigacion, como el pargo lunarejo (L. guttatus) con
1.46 - 2.21 g/dia (Gardufio-Dionate et al., 2010). Por ultimo, especies de muy bajo
crecimiento pero importantes para la investigacion como el pargo amarillo (L.
argentriventris) con 0.30 - 0.50 g/dia (Guerrero-Tortolero et al., 1999). Por lo
anterior, el Programa de Acuicultura del CIBNOR, considera al huachinango como
una especie estratégica de cultivo, lo cual implica el destinar recursos de
investigacion, formar recursos humanos y la vinculacién con el sector privado para

que esta especie despegue en la produccion acuicola.
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4. HIPOTESIS

Si se considera que en L. peru silvestre de B.C.S., la talla de primera maduracion
es a partir de los 33 cm, correspondiendo a una edad de 3.4 afnos, entonces la
primera maduracion en el huachinango producido por acuicultura debera
encontrarse dentro de estos valores. Adicionalmente, si la proporcion hormonal de
la concentracidon de 11-ketotestosterona con respecto a la concentracion de
estradiol es distinta entre hembras y machos de L. peru, entonces con estos

marcadores bioquimicos se podra identificar el sexo en los reproductores.

5. OBJETIVO GENERAL
Evaluar la edad, talla y peso de primera maduracion e identificar el sexo del
huachinango del Pacifico Lutjanus peru silvestre y cultivado mediante analisis de

esteroides sexuales.

OBJETIVOS PARTICULARES

1. Obtener la edad, talla y peso de primera maduracion en L. peru cultivado en
CIBNOR.

2. Evaluar el efecto de temperatura en los desoves y la fecundidad de
huachinango cultivado.

3. Medir los niveles de 11-ketotestosterona, testosterona y estradiol en
reproductores de L. peru mediante la técnica de inmunoensayo ELISA.

4. Analizar la proporcion de 11-ketotestosterona con respecto a estradiol para
identificar el sexo de los reproductores.

5. Evaluar si las hormonas son detectables durante la maduracién gonadica,
(ovocitos vitelogénicos y esperma poco o nada fluyente), maduracién final
(hembras en etapa de desoves y machos fluyentes de esperma) y recrudescencia
gonadal.

6. Realizar observaciones de comportamiento reproductivo.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1. Produccion de juveniles de huachinango

En la temporada reproductiva de verano del 2010, ocurrieron desoves
espontaneos de L. peru en los estanques supralitorales del CIBNOR y los huevos
se colectaron y se incubaron en piletas de concreto de 5 toneladas y tanques
redondos de fibra de vidrio de 3 toneladas de agua de mar de capacidad. Estos
sistemas fueron preparados durante dos semanas previas a la incubacion de
huevos, suministrando todos los dias diferentes especies de microalgas vy
copépodos de la especie Pseudodiaptomus euryhalinus hasta que se observé una
biomasa notable de copépodos de diferentes tamafios. Después de un mes de
cultivo larvario, entre el 30 de junio y el 10 de julio, se lograron producir 250
juveniles de L. peru, los cuales se transfirieron a estanques supralitorales para su
engorda. La alimentacion de los juveniles consistid de sardina, macarela, y
calamar picado cuatro veces por semana ad libitum, y complementando con
cabeza de camarén. Después de un ano de cultivo, la alimentacion fue de tres

veces por semana también a saciedad (Fig. 2).
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Figura 2. Ejemplares adultos de tres afnos de edad de Lutjanus peru en estanques
supralitorales, los cuales fueron producidos en el CIBNOR durante el verano del
2010.

6.2. Diserio de reproduccion

El presente estudio comenzo cerca del tercer ano de cultivo, en donde en el
mes de marzo del 2013, se transfirieron al azar 14 huachinangos a un tanque de
fibra de vidrio de 7 toneladas de agua de mar de capacidad. Adicionalmente, en
otro tanque de la misma capacidad se colocaron 14 pargos amarillos, que fueron
producidos durante el verano del 2007 en el CIBNOR (Fig. 3). Ambos tanques se
integraron a un sistema semi-cerrado de circulacion de agua, con la finalidad de
que los factores abidticos como temperatura, pH, oxigeno disuelto, y salinidad
fueran los mismos para ambas especies, el cual esta descrito en Guerrero-

Tortolero et al. (2010). El sistema tuvo una capacidad de recircular el agua (un
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total de 15 toneladas) aproximadamente seis veces en 24 horas, circulando el
agua a través de un filtro de arena y dos filtros de bolsa de 50 y 10 um
respectivamente (Figs. 3 y 4), y en donde un flujo directo de la bomba de pozo
renovaba hasta dos veces todo el sistema en 24 horas. Adicionalmente, a cada
tanque se le suministraron seis lineas de aire suplementario mediante un soplador
(blower) de 1 HP, utilizando manguera de plastico y piedras difusoras para
acuarios y ambas especies recibieron la misma luz natural de la nave de cultivo
correspondiendo al fotoperiodo natural (24° 13" Ny 110° 18" 30" O) . En cada uno
de los tanques, una rampa de acrilico de 30 cm de ancho fue instalada 10 cm por
debajo de la parte superior del tanque, el cual determinaba el nivel maximo de
llenado de los tanques, es decir, la superficie del agua. El sistema de recirculacién
comenzaba en los tanques y el agua desbordaba por la rampa a un contenedor de
100 L de agua, el cual en su parte inferior tenia acoplado un tubo que subia
formando una “U” invertida, para mantenerlo lleno continuamente, el cual a su vez,
conectaba a un tinaco de agua de 1000 L de capacidad, integrado con una bomba
de 1 HP, la cual succionaba el agua, la pasaba por los filtros y el agua regresaba a
los tanques a manera de regadera, o “multiples chorros de agua” para incrementar
la oxigenacion. Por adentro de cada uno de los contendores de agua de 100 L, se
instalé un contenedor de fibra de vidrio de 30 L de capacidad, con tres ventanas
de 15 x 20 cm, en donde se instalé malla de 400 pm. A esta estructura se le llamo
el contenedor, en donde los huevos flotantes recién desovados por las hembras
durante las primeras horas de la madrugada, se confinaban durante toda la noche,
en condiciones optimas de recirculacion de agua y niveles de oxigeno, para que a

primera hora por la mafiana fueran evaluados (Fig. 5).



22

I"r‘;ﬁ

Figura 3. Tanques de reproduccion de Lutjanus peru (Tanque 1) y Lutjanus
argentiventris (Tanque 2), cada uno con capacidad de 7 toneladas de agua de
mar.
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Figura 4. Tinaco de 1000 L de capacidad integrado con una bomba de 1 HP, cuyo
bombeo pasa a través de un filtro de arena y dos filtros de bolsa (color azul),
regresando a los tanques de reproduccion.
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Figura 5. Contenedor de fibra de vidrio de 30 L de capacidad, de color blanco, con
tres ventanas de 15 x 20 cm, en donde se instalé malla de 400 um, para confinar
huevos flotantes recién desovados por las hembras durante las primeras horas de
la madrugada.

Por otra parte, del mismo lote de adultos de huachinango, en noviembre del
2013 se trasladaron al azar 14 ejemplares a las instalaciones del Centro de
Investigacion en Alimentacién y Desarrollo (CIAD), unidad Mazatlan, en donde los
huachinangos se colocaron en un tanque de reproduccion ya utilizado para la
especie L. guttatus, siguiendo los procedimientos rutinarios de alimentacion y
mantenimiento del laboratorio para los reproductores. En el estanque supralitoral

quedaron 12 adultos de L. peru, en donde también se llevaron a cabo
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observaciones de cortejo reproductivo y huevos flotantes. De esta manera, el
disefio experimental de reproduccion para el lote de 40 adultos de huachinango,
con tres afos de edad, quedd repartido en tres sistemas diferentes de
confinamiento con la finalidad de tener la certeza de que la edad y la talla de
reproduccion no tendrian un efecto de un sistema de confinamiento en particular.
Los peces fueron alimentados ad libitum tres veces por semana, con una dieta
natural a base de sardina, macarela, calamar, y cabeza de camarédn y adicionada
dos veces por semana con una capsula de vitaminas y otra de omega-3
respectivamente. Se observé el comportamiento reproductivo y se llevé un registro
de los parametros tales como; salinidad, temperatura, oxigeno disuelto, pH,
monitoreo continuo de parasitos y un registro alimento consumido. Los peces se
marcaron con microchips electronicos (AVID), introducidos en la parte latero-

dorsal, con el objeto de poder reconocer a cada ejemplar.

6.3. Evaluacion de desoves

En cada unos de los sistemas, cada dia, los huevos fertilizados se
evaluaron volumétricamente utilizando una probeta de 1000 mL. Se cuantificaron
los mililitros de huevos flotantes y aquellos que se encontraron en el fondo,
categorizandolos como huevos viables y no viables respectivamente. Un mililitro
de huevos de L. peru correspondid a una media de 2,300 huevos, mientras que

para L. argentiventris fue de 2,500.

6.4. Captura de reproductores de huachinango silvestres

Se colectaron reproductores silvestres de Lutjanus peru en Baja California
Sur en las cercanias de San Evaristo y la Isla San José (25°00' "N, 110°33' "O)
durante abril-mayo y junio-julio, del 2013. Los reproductores fueron colectados por
pescadores locales, colocando a los ejemplares adultos en una jaula cerca de la
orila de playa. Posteriormente, personal técnico del CIBNOR colocdé a los

ejemplares adultos en un tanque de 700 litros a temperatura de 24°C, con
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aireacion suplementaria y fueron trasladados a las instalaciones del CIBNOR via

terrestre.

6.5. Anestesia, biometria e identificacion del sexo

Tanto en ejemplares en sistemas de reproduccidn, asi como en aquellos
colectados del medio silvestre, los peces se anestesiaron con eugenol (Sigma de
México) a razéon de 5 mL/100 L de agua, hasta que el pez se tranquilizara y se
volteara, para después tomar las medidas morfométricas, tales como: peso (Kg),
longitud patrén, y total (mm). Cada ejemplar se le identifico su sexo mediante
masaje abdominal para observar la presencia de esperma fluyente, o bien,
mediante una biopsia ovarica realizada con una canula o catéter, para obtener una
muestra de ovocitos. Cuando la obtencidon de una muestra de gametos no fue

posible, el ejemplar se registré como sexo desconocido.

6.6. Muestras de plasma

Una vez que cada pez fue anestesiado y su biometria realizada, se
procedid a una toma de muestra de sangre, la cual se realizé por puncion caudal,
utilizando jeringas impregnadas con heparina. Las muestras de sangre se
centrifugaron a 2500 rpm, por 15 minutos, a 4°C, y el plasma obtenido fue
separado de la fraccién celular y guardado en alicuotas en tubos de 150 ul a -80°C

hasta su posterior analisis.

6.7. Purificacion de esteroides

Las muestras de plasma fueron descongeladas en hielo y centrifugadas a
2500 rpm a 4°C. Previo al ensayo de ELISA para hormonas, se realizd una
purificacion (extraccion) de la hormona esteroide. En un tubo de vidrio de 10 mL,
se anadi6é una alicuota de 150 ul de plasma y 1 mL de solvente ether-anhidrido y/o
etanol al 100 %; se incubd por una hora a 19 °C, con rotacion lenta, con el objeto
de extraer el componente aromatico de las hormonas esteroides. Posteriormente

las muestras se liofilizaron y se almacenaron a 4 °C hasta su posterior analisis.
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6.8. Cuantificacion de hormonas esteroides

Para la cuantificacién de los niveles de esteroides en plasma se utilizaron
kits comerciales (Cayman Chemical Company, Ann Arbor, MI, USA) basados en la
técnica de Ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas de tipo competitivo
(Competitive Enzyme linked immunosorbent assay, ELISA). Se emplearon los
siguientes kits: Estradiol (Ez2) EIA Kit (cat. 582251), Testosterona (T) EIA Kit (cat.
582701), y 11-ketotestosterone (11-KT) EIA Kit (cat. 582751). Las muestras fueron
resuspendidas siguiendo el protocolo del fabricante, en 150 mL de buffer
correspondiente a la hormona a trabajar.
Curva estandar: Se ejemplifica el procedimiento para la hormona estradiol. Se
utilizaron nueve tubos de ensaye de 10 mL limpios y se enumeraron ocho de ellos.
En el tubo no marcado se colocaron 100 ul de estandar del esteroide (400 ng/mL)
y 900 pl de agua destilada para obtener una solucion estandar de 40 ng/mL. En el
tubo #S1 se colocaron 900 pl de buffer y en los tubos #S2 al #S8, 750 ul. El
siguiente paso fue transferir 100 ul de la solucién estandar (tubo no marcado (40
ng/mL)) al tubo #S1 y mezclar completamente, para después diluirlo en serie,
tomando una alicuota de 500 ul del tubo #S1 y colocandola en el tubo #S2;
mezclando completamente; tomar una alicuota de 500 pl del tubo #S2 y
colocandola en el tubo #S3, mezclando completamente, y asi consecutivamente
para los tubos que siguen (#S4 al #S8) hasta completar la curva estandar. Los
valores finales de la curva fueron 4,000; 1,600; 640; 256; 102.4; 41; 16.4 y 6.6
pg/mL, del tubo #S1 al tubo #S8 respectivamente. Una vez elaborada la curva no
deben pasar mas de 24 horas para su utilizacion.
Preparacion de la placa (Adiciéon de reactivos): Se anadieron los reactivos de
acuerdo a la Fig. 6. Se afadieron 100 ul de buffer a cada uno de los pocillos de
enlace no especifico (En inglés: non-specific-binding (NSB)). Se anadieron 50 ul
de buffer a cada uno de los pocillos con maximo enlace (By). Se anadieron 50 ul
de cada uno de los tubos estandar por duplicado, comenzando de abajo hacia
arriba de la placa, es decir, a partir del tubo #S8 continuando hasta el tubo #S1.

Se anadieron 50 uyl de cada muestra por triplicado. Se afadieron 50 ul del
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marcador conjugado de Estradiol-acetilcolinesterasa (AChE Tracer, en inglés) a
cada pocillo excepto al de Actividad total (TA) y al Blanco (BIk). Este conjugado es
el que compite con el estradiol para una cantidad limitada de antisuero de
estradiol. La concentracion del marcador conjugado se mantiene constante,
mientras que la concentracion de estradiol de las muestras varia y por lo tanto, la
cantidad del marcador conjugado de estradiol que es capaz de ligarse al antisuero
de estradiol, es inversamente proporcional a la concentracion de estradiol en el
pocillo. Se anadieron 50 ul del antisuero de estradiol a cada pocillo excepto a los
de Actividad Total (TA), los de enlace no especifico (NSB) y a los del Blanco (BIk).
El antisuero de estradiol se liga a la inmunoglobulina (IgG) anti-conejo monoclonal

de ratdn, la cual esta adherida a la placa.
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Figura 6. Preparacion de la placa con la adicidn de reactivos para llevar a cabo un
ELISA.




28

Incubacion de la placa: La placa se cubrio con el papel sellador plastico que
contiene el Kit, y se incub6 a temperatura ambiente durante 1 hora.

Revelado de la placa: Los pocillos se vaciaron y se enjuagaron cinco veces con el
buffer de lavado con la finalidad de remover reactivos que no se ligaron a la placa.
Posteriormente, el reactivo de Ellman’s se reconstituyd con agua ultra pura
inmediatamente antes de usarse (20 mL del reactivo, es suficiente para 100
pocillos) y se anadieron 200 ul a cada pocillo. Este reactivo contiene el substrato
para la acetilcolinesterasa, produciendo una reaccion enzimatica que produce un
color amarillo distintivo que absorbe a una longitud de onda de 412 nm y que es
proporcional al marcador conjugado de estradiol ligado a la placa, e inversamente
proporcional al estradiol libre presente en el pocillo después de la incubacion. Se
anadieron 5 ul del marcador a los pocillos de Actividad total (TA) y finalmente la
placa se cubrié con el plastico sellador. Un revelado 6ptimo fue obtenido usando
un agitador orbital plano y con tapa que permita que la placa se revele en la
obscuridad. Este proceso se desarrolla tipicamente durante 60 a 90 minutos.
Lectura de la placa: La base de la placa se limpié con un pafio limpio para quitar
impurezas y la tapa de plastico se quitdé con cuidado para no salpicar ni derramar
el reactivo de Ellman’s. La placa se leyd a una longitud de onda entre los 405 a
420 nm.

Las determinaciones para Testosterona (T) y 11-Ketotestosterona (11-KT), siguen
basicamente el mismo protocolo descrito anteriormente, Uunicamente varian los
tiempos de incubacién, la hormona blanco purificada con la que se elabora la
curva estandar y los anticuerpos monoclonales especificos contra el esteroide

adheridos a la placa de pocillos de ELISA, para cada hormona esteroide.

6.9. Anélisis estadistico

Efecto de la temperatura en los desoves. El efecto de la temperatura natural
registrada sobre los desoves ocurridos en el sistema de tanques del CIBNOR para
huachinango y pargo amarillo fue evaluado mediante un analisis de varianza

(ANOVA) de una sola via, con un analisis previo de normalidad de datos con la
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prueba de Kolmogorov-Smirnov y de homogeneidad de varianzas con la prueba
de Levene. El analisis posterior entre las medias de temperatura se realizd
mediante la prueba de Tukey. La significancia fue considerada con un nivel de P <
0.05. En el caso del tanque del CIAD no fue posible realizar ningun analisis ya que
fueron muy pocos datos de desove.

Esteroides sexuales. Este analisis estadistico se llevo a cabo en pargo amarillo en
donde fue posible identificar el sexo por la observacién de gametos y analisis
hormonal en un lote completo de reproductores. Se llevé a cabo un analisis de
varianza (ANOVA) descrito en el inciso anterior, comparando los valores de
testosterona, estradiol, 11-ketosterona y la proporcion hormonal 11-
ketotestosterona/estradiol entre hembras y machos.

Fecundidad de hembras. Inicialmente se obtuvo el promedio de huevos por
desove (numero de huevos totales colectados entre el niumero de desoves
obtenidos durante la temporada de reproduccion). Posteriormente se obtuvo el
peso promedio de las hembras identificadas que desovaron. Finalmente, la
fecundidad relativa de las hembras se calcul6 al dividir el promedio de huevos por
desove entre el peso promedio de las hembras y se reporté como:

Fecundidad Relativa = Huevos/kg/desove

Sin embargo, si solamente habia una hembra en reproduccién, se tomdé como
fecundidad absoluta.

Curva estandar de esteroides sexuales. Se obtuvieron los promedios de las
lecturas de absorbancia de los pocillos de enlace no especifico (NSB) y maximo
enlace (Bo), cuya diferencia dio el resultado corregido de maximo ligamiento (Bo).
Posteriormente se dividié Bo/absorbancia de TA, y se obtuvo el % de ligamiento
(B). Posteriormente de substrajo la absorbancia promedio de NSB a la
absorbancia promedio de S1, y se dividié entre el resultado corregido de (Bo) y
multiplicado por 100, obteniendo el % de la muestra S1- %B/By, y el resultado se
transformé mediante el arco-seno (B/By). EI mismo procedimiento se calcul6 para
las demas muestras de S2 a S8 y todas las muestras problema. Los datos de la

curva estandar para cada hormona fueron analizados mediante un analisis de
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regresion lineal, obteniendo la pendiente, el intercepto y el coeficiente de
correlacion (r?). Para ello, se grafico el B/B de los estandares S1 a S8 en el eje de
la “Y” versus el logaritmo de la concentracion de estradiol en el eje de la “X”
obteniendo por regresion lineal la ecuacion:

B/Bo = m(log estradiol) + b

en donde m es la pendiente y b es el intercepto.

La determinacion de la concentracion de cada muestra se llevo a cabo al sustituir
en la ecuacién lineal la absorbancia de la muestra y despejando log estradiol
obteniendo:

Log estradiol = (B/Bo — b)/m

Finalmente, al resultado obtenido se obtuvo el antilogaritmo, el cual fue la
concentracion de estradiol de esa muestra. Los valores obtenidos de esteroides
sexuales fueron expresados como la media = D.S.

Proporcion de hembras y machos. La proporcion de hembras y machos en el
huachingo cultivado que sobrevivié después de cuatro anos, se analizd con la
prueba de Chi-cuadrada, en donde:

X? = 2 [(hembras observadas — hembras esperadas)?/ hembras esperadas]

El dato de “hembras esperadas” se obtuvo con el total de los ejemplares
analizados dividido entre dos. En la formula se pueden utilizar ya sea los datos de

hembras o machos. La significancia fue considerada con un nivel de P < 0.01.
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7. RESULTADOS

7.1. Edad, talla y peso de primera maduracion en huachinango cultivado

La supervivencia del huachinango cultivado fue del 16%, equivalente a 40
ejemplares. La edad de primera maduracion de huachinango se presento al cuarto
afno de cultivo, a partir de mayo en el CIAD y a partir de junio en el CIBNOR del
2014. Considerando a machos y hembras (n = 40), la longitud total promedio fue
de 562 + 35 mm, la longitud patron promedio fue de 469 + 31 mm, y el peso
corporal promedio fue de 2.71 + 0.41 Kg. En la Tabla Il se presentan los datos
morfométricos promedio de hembras (n = 9) y machos (n = 31). En cuanto a la
proporcion de los sexos, la prueba de Chi-cuadrada arrojo un valor significante de

X? =12.1 (P < 0.001), habiendo estadisticamente mas machos que hembras.

Tabla Il. Datos morfométricos (Media + DS) de hembras y machos cultivados al
cuarto aino de edad.

Hembras (Minimo-Maximo)  Machos (Minimo-Maximo)

Longitud total (mm) 530 + 13 (510 - 545) 564 + 52 (490 - 650)
Longitud patron (mm) 434 + 12 (420 - 450) 462 + 39 (420 - 540)
Peso corporal (Kg) 2.45+0.11 (2.30 - 2.60) 2.76 £ 0.46 (2.00 - 3.50)

7.2. Talla y peso en huachinango silvestre

En mayo del 2014 se capturaron 11 huachinangos con una longitud total
promedio de 540 + 58 mm, una longitud patrén promedio de 437 £ 50 mm, y un
peso corporal promedio de 2.6 + 0.71 Kg. En julio se capturaron siete
huachinangos con una longitud total promedio de 516 + 75 mm, una longitud
patron promedio de 417 £ 60 mm, y un peso corporal promedio de 1.82 + 0.84 Kg.

En la Tabla Ill se presentan los datos morfométricos promedio de hembras (n = 4)
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y machos (n = 4) de huachinango silvestre sexualmente maduro observado por

biopsia ovarica o semen fluyente respectivamente.

Tabla Ill. Datos morfométricos (Media = DS) de hembras y machos de
huachinango silvestre sexualmente maduro capturado durante el verano del 2014.

Hembras (Minimo-Maximo) Machos (Minimo-Maximo)

Longitud total (mm) 565 * 56 (490 - 620) 558 + 68 (480 - 635)
Longitud patron (mm) 482 + 60 (400 - 540) 452 + 60 (370 - 480)
Peso corporal (Kg) 2.83 £0.97 (1.55 - 3.90) 2.57 £0.87 (1.30 - 3.30)

7.3. Talla y peso en pargo amarillo

Los reproductores de pargo amarillo de la generacion 2007 del CIBNOR
presentaron una longitud total promedio de 425 + 24 mm, una longitud patrén
promedio de 366 + 22 mm, y un peso corporal promedio de 1.3 £ 0.20 Kg. En la
Tabla IV se presentan los datos morfométricos promedio de hembras (n = 8) y
machos (n = 6) de pargo amarillo sexualmente maduro observado por biopsia

ovarica o esperma fluyente respectivamente.

Tabla IV. Datos morfométricos (Media + DS) de hembras y machos de pargo
amarillo, generacion 2007 del CIBNOR.

Hembras (Minimo-Maximo)  Machos (Minimo-Maximo)

Longitud total (mm) 409 + 15 (380 - 430) 445 + 14 (430 - 470)
Longitud patron (mm) 351 + 17 (320 - 370) 382 + 13 (370 - 400)
Peso corporal (Kg) 1.1+£0.13 (0.95-1.35) 1.50 £ 0.70 (1.40 - 1.60)
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7.4. Evaluacion de desoves y fecundidad

En la temporada reproductiva del 2013, los huachinangos no mostraron
comportamiento reproductivo, ni ocurrieron desoves, en ninguno de los dos
sistemas, mientras que en los pargos amarillos ocurrieron desoves a partir de
mayo hasta septiembre, con temperaturas que incrementaron gradualmente desde
los 26 hasta los 31 °C (datos no mostrados).
En la temporada reproductiva del 2014, habiendo ya tres sistemas de
reproduccion, los huachinangos en el tanque del CIAD estuvieron conformados
por cinco hembras (una hembra murié) y ocho machos. Se infiere que solamente
una de las cinco hembras desové por la cantidad de mL de huevos, dado que
solamente se observaron dos desoves en mayo y tres en junio (Fig. 7), sin
embargo, todas las hembras presentaron ovocitos vitelogénicos mediante una
biopsia ovarica. Se observé un rango entre 40 y 50 mL por desove, y con un
promedio de 44 mL por desove, equivalentes a 101,200 huevos por desove. El
promedio de las hembras fue de 2.3 kg, por lo que la fecundidad absoluta fue de
44,000 huevos/Kg/desove. El total de huevos fue de 220 mL, equivalentes a
506,000 huevos, de los cuales, 278,300 (55%) fueron viables. En julio ceso la

reproduccion.
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Figura 7. Desoves de huachinango cultivado en el CIBNOR vy trasladado al CIAD,
Mazatlan al cuarto aio para su reproduccion.

Los huachinangos en el tanque del CIBNOR estuvieron conformados por una
hembra y 13 machos, y se observaron desoves durante junio, julio y agosto, con
un total de 22 desoves (Fig. 8), con un rango entre 30 y 60 mL por desove, y con
un promedio de 49 mL por desove, equivalentes a 112,700 huevos por desove.
Desafortunadamente, la hembra tuvo una infecciéon en un ojo y murié a finales de
agosto. El peso de la hembra fue de 2.4 kg, por lo que la fecundidad absoluta fue
de 47,000 huevos/Kg/desove. El total de huevos fue de 1260 mL, equivalentes a
2,898,000 huevos, todos viables.

En el analisis de varianza, no se observo una diferencia significativa (P > 0.05) por
efecto de temperatura en el numero de desoves, la cual tuvo un incremento

gradual durante el verano desde los 27 hasta los 31 °C.
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Figura 8. Desoves de huachinango cultivado y reproducido en el CIBNOR en el
cuarto afno.

Los huachinangos en el estanque supralitoral estuvieron conformados por dos
hembras y diez machos, y no se observaron desoves, mas sin embargo, las dos
hembras presentaron ovocitos vitelogénicos mediante una biopsia ovarica.

Los pargos amarillos en el tanque del CIBNOR estuvieron conformados por ocho
hembras y seis machos, y se observaron desoves todos los dias durante mayo,
junio, julio, agosto y septiembre, con un total de 126 desoves (Fig. 9), con un
rango entre 30 y 1200 mL, con un promedio de 226 mL por desove, equivalentes a
565,000 huevos, que dividido entre 8 hembras, se obtuvieron 28 mL por desove,
equivalentes a 70,000 huevos por desove. El peso promedio de las hembras fue

de 1.1 kg, por lo que la fecundidad relativa fue de 63,636 huevos/Kg/desove. El



36

total de huevos fue de 28,410 mL, equivalentes a 71,025,000 huevos, de los
cuales, 67,473,750 (95%) fueron viables.

En el andlisis de varianza, se observd una diferencia significativa (P < 0.05) por
efecto de temperatura en el numero de desoves, la cual tuvo un incremento
gradual durante el verano desde los 26 hasta los 31 °C. La prueba de Tukey indico
que solamente existid una diferencia significativa entre las temperaturas de 26 y
28 °C.
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Figura 9. Desoves de pargo amarillo cultivado y reproducido en el CIBNOR,
correspondiente a la generacién 2007.

7.5. Cuantificacion de esteroides sexuales en reproductores
Huachinango silvestre. Los resultados de ELISA para la cuantificacion de
esteroides sexuales expresados en una concentracion de (ng/mL) y una talla en

peso (Kg), se presentan en la Tabla V. Para los reproductores de mayo (n=11), los
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valores de testosterona (T) se encontraron en un rango de 0.79 a 1.15 ng/mL, los
de estradiol (E2) en un rango de 0.15 a 4.11 ng/mL, y los de 11-ketosterona (11-
KT) en un rango de 0.09 a 0.14 ng/mL. Para los reproductores de julio (n=7),la T
se encontrd en un rango de 0.07 a 0.15 ng/mL, el E; en un rango de 4.38 a 14.0
ng/mL, y la 11-KT en un rango de 0.60 a 1.63 ng/mL. En esta Tabla también se
observa la identificacion visual del sexo para reproductores silvestres de
huachinango en mayo, en donde se observaron ovocitos en los individuos 1y 11,
identificados como reproductores hembras, y esperma fluyente en los individuos 4
y 10, identificados como reproductores machos.

Huachinango cultivado. De los 14 ejemplares de huachinango en el tanque del
CIBNOR, sélo se pudo tomar la muestra de sangre a una hembra y cuatro
machos, en donde los sexos fueron corroborados por canulacion observando
ovocitos vitelogénicos o mediante masaje abdominal observando esperma
fluyente; los ocho machos restantes se corroboraron por esperma fluyente. Los
resultados de ELISA para la cuantificacion de esteroides sexuales expresados en
una concentracion de (ng/mL) y una talla en peso (Kg), se presentan en la Tabla
VI. Los valores de T se encontraron en un rango de 16.06 a 66.86 ng/mL, el E; en
un rango de 36.20 a 52.69 ng/mL, y la 11-KT en un rango de 4.33 a 48.60 ng/mL.
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Tabla V. Concentraciones hormonales por individuo, peso y sexo de los

huachinangos silvestres capturados durante mayo y julio del 2013.

No. T2 E> 11-KT Peso Sexo
mayo (ng/mL) (Kg) (visual)
1 1.06 2.18 0.13 1.80 Hembra
2 0.82 0.20 0.09 3.00

3 1.06 0.57 0.13 1.10

4 0.79 0.15 0.09 2.80 Macho
5 0.89 0.58 0.10 2.80

6 0.98 3.21 0.11 2.60

7 1.15 4.11 0.14 2.80

8 0.97 3.27 0.11 2.60

9 1.03 1.53 0.12 2.30

10 1.15 0.20 0.14 2.90 Macho
11 0.87 2.62 0.10 3.90 Hembra
julio

1 0.13 10.79 1.11 1.20

2 0.09 04.38 1.10 3.30 Macho
3 0.12 14.00 0.78 2.90 Hembra
4 0.14 13.83 0.60 1.30

5 0.09 12.04 0.60 1.55 Hembra
6 0.07 09.98 1.63 1.30 Macho
7 0.15 11.33 0.73 1.25
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Tabla VI. Concentraciones hormonales por individuo, peso y sexo de los
huachinangos cultivados (generacion 2010) durante julio 2014.

No. T2 E> 11-KT Peso Sexo
(ng/mL) (Kg)

1 2.70 Macho
2 2.60 Macho
3 2.50 Macho
4 3.10 Macho
5 22.82 36.20 20.84 2.70 Macho
6 3.20 Macho
7 64.22 42.05 42.55 3.10 Macho
8 16.06 44.38 4.33 2.40 Hembra
9 66.86 44.25 48.60 2.00 Macho
10 2.25 Macho
11 3.50 Macho
12 3.50 Macho
13 62.75 52.69 30.46 5.00 Macho
14 3.00 Macho

Pargo amarillo. Los 14 ejemplares de pargo amarillo en el tanque del CIBNOR (8
hembras y 6 machos) se les tomé la muestra de sangre y los sexos fueron
corroborados por la observacion de gametos. Los resultados de ELISA para la
cuantificacion de testosterona (T) expresados en una concentracién de (ng/mL) y
una talla en peso (Kg), se presentan en la Tabla VII. Los valores de T se
encontraron en un rango de 3.80 a 32.20 ng/mL, el E> en un rango de 3.84 a 41.0
ng/mL, y la 11-KT (significantemente menor en hembras P< 0.05), en un rango de
0.09a1.71 ng/mL.
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Tabla VII. Concentraciones hormonales por individuo, peso y sexo del pargo
amarillo L. argentiventris cultivado en el CIBNOR (generacién 2007).

No. T2 E> 11-KT Peso Sexo
(ng/mL) (Kg)

1 25.70 41.00 1.33 0.95 Hembra
2 10.90 09.27 0.96 1.30 Macho
3 09.90 09.42 1.71 1.10 Macho
4 32.20 16.03 1.70 1.50 Macho
5 03.80 26.84 0.37 1.10 Hembra
6 13.70 05.45 1.54 1.60 Macho
7 17.30 14.15 1.35 1.55 Macho
8 07.70 15.87 0.52 1.40 Hembra
9 15.90 13.58 0.39 1.50 Hembra
10 29.00 38.24 1.50 1.55 Hembra
11 19.20 34.54 0.99 1.50 Hembra
12 15.20 03.84 0.09 1.10 Hembra
13 20.70 07.03 1.25 1.35 Macho
14 18.50 12.65 0.95 1.15 Hembra

7.6. ldentificacion del sexo mediante la proporcion hormonal: 11-ketosterona/
estradiol

Huachinango silvestre capturado en mayo. La Fig. 10 muestra el cociente de la
concentracion total de 11-ketotestosterona en relacién a la concentracién total de
estradiol en ng/mL, ésta porporcion describié un rango arbitrario que ubicé valores
cercanos 6 menores a < 0.01, como la identificacion sexual de hembras, y en

valores mayores o iguales a = 0.01, a la identificaciéon sexual de machos. Se
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observa que en las muestras analizadas de mayo para reproductores silvestres de
huachinango, se identificaron los individuos 1, 6, 7 8, 9 y 11 como reproductores

hembras, mientras que los individuos 2, 3, 4 5y 10 fueron machos.
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Figura 10. Proporcion de 11-Ketosterona (11-KT) en relacién a Estradiol (E>)
obtenidos para huachinango silvestre capturado en mayo. La linea punteada
separa arbitrariamente valores menores a < 0.01 correspondiendo a hembras,
mientras que valores iguales o mayores a = 0.01, correspondiendo a machos. H:
hembra, M: macho.

Huachinango silvestre capturado en julio. La Fig. 11 muestra el cociente de la
concentracion total de 11-ketotestosterona en relacién a la concentracion total de
estradiol en ng/mL, ésta porporcion describié un rango arbitrario que ubicé valores
cercanos 6 menores a < 0.1, como la identificacion de hembras y en valores

mayores o iguales a = 0.1, a la identificacion de machos. Se observa que en los
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datos resgistrados en julio para reproductores silvestres de huachinango, se

identificaron los individuos 3, 4, 5y 7, como reproductores hembras, mientras que

los individuos 2 y 6 fueron machos.
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Figura 11. Proporcion de 11-Ketosterona (11-KT) en relacién a Estradiol (E>)
obtenidos para huachinango silvestre capturado en Julio. La linea punteada
separa arbitrariamente valores menores a < 0.1 correspondiendo a hembras,
mientras que valores iguales o mayores a = 0.1, correspondiendo a machos. H:

hembra, M: macho.

Huachinango cultivado y reproducido en CIBNOR. Como se observa en la Fig. 12,

en los datos resgistrados en el tanque de reproduccion de huachinango del

CIBNOR, se observaron ovocitos en el individuo 3, identificado como reproductor

hembra, y esperma fluyente en los individuos 1, 2, 4 y 5, identificados como

reproductores machos. Sobre la base de la identificacién de la unica hembra, se
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sugiere que el valor menor a < 0.1 de la proporcion de 11-ketotestosterona en
relacion a estradiol, correspondié a la hembra, mientras que valores iguales o

mayores a = 0.1, correspondieron a machos.
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Figura 12. Proporcion de 11-Ketosterona (11-KT) en relacién a Estradiol (E>)
obtenidos para huachinango cultivado y reproducido en CIBNOR. La linea
punteada separa arbitrariamente valores menores a < 0.1 correspondiendo a la
unica hembra, mientras que valores iguales o mayores a = 0.1, correspondiendo a
machos. H: hembra, M: macho.

Pargo amarillo cultivado y reproducido en CIBNOR. Como se observa en la Fig.
13, en los datos resgistrados en el tanque de reproduccion de pargo amarillo del
CIBNOR, se observaron ovocitos en los individuos 1, 5, 8, 9, 10, 11, 12, y 14

identificados como reproductores hembras, y esperma fluyente en los individuos 2,
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3, 4, 6, 7, y 13, identificados como reproductores machos. Sobre la base de la
identificacion de las hembras, se sugiere que los valores menores a < 0.1 de la
proporcion de 11-ketotestosterona en relacion a estradiol, correspondieron a
hembras, mientras que valores muy cercanos, iguales o mayores a = 0.1,
correspondieron a machos. El andlisis de varianza mostré una diferencia
significativa entre los valores de 11-kT/E; (P < 0.07) y de 11-KT (P < 0.01) entre
hembras y machos de pargo amarillo. En contraste, no se encontré una diferencia

significativa ni para testosterona, ni para estradiol (P > 0.05).
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Figura 13. Proporcion de 11-Ketosterona (11-KT) en relacién a Estradiol (E>)
obtenidos para pargo amarillo cultivado y reproducido en CIBNOR. La linea
punteada separa arbitrariamente valores menores a < 0.1 correspondiendo a las
hembras, mientras que valores iguales o mayores a = 0.1, correspondiendo a
machos. H: hembra identificada por observacion de ovocitos. M: macho
identificado por esperma fluyente.
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7.7. Comportamiento reproductivo

Tanto en huachinango como pargo amarillo, el comportamiento
reproductivo entre hembras y machos se llevo a cabo durante la noche, entre las
11y las 2 de la madrugada y como resultado se observaron los huevos confinados
en el contenedor. Las observaciones con la ayuda de una luz roja y amarilla,
permitieron observar en el caso de pargos amarillos y huachinangos, como los
machos persiguen a las hembras dando vueltas en el fondo del tanque hasta que
hay un ascenso en espiral en donde se realiza el desove y se fertilizan los huevos
por los machos. En el caso de los pargos amarillos este comportamiento es un
tanto mas agresivo en comparacion con el huachinango, ya que los machos
golpean y azuzan bruscamente a las hembras y hay agresion entre ellos mismos,
resultando en escoriaciones en el cuerpo. En el tanque de los huachinangos, la
presencia de una sola hembra identificada visualmente por tener el ojo izquierdo
cicatrizado, se observdO como era constantemente perseguida por un par de
machos tanto en horas de la mafana asi como en la tarde, por lo que el

comportamiento reproductivo no se limité a la oscuridad.
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8. DISCUSION

8.1. Edad, talla y peso de primera maduracion en huachinango

La edad de primera maduracion se presenté de una manera sincronica al
cuarto ano de cultivo (2014), en los tres grupos de huachinangos, ya que los
juveniles se produjeron en el CIBNOR entre el 30 de junio y el 10 de julio del 2010,
y los desoves de estos peces se presentaron a partir de mayo, en el grupo que se
transport6 a las instalaciones del CIAD en Mazatlan, Sinaloa, y a partir de junio, en
el grupo que permanecio en las instalaciones del CIBNOR en La Paz, B.C.S. Lo
mas relevante en este aspecto, es que los huachinangos estuvieron en tres
sistemas diferentes, en donde los protocolos de mantenimiento fueron
independientes y particulares de cada laboratorio (tipo y frecuencia de
alimentacion, recambio de agua, limpieza de los tanques etc.), asi como las
diferencias de temperatura y calidad del agua entre Mazatlan y La Paz y
fotoperiodo (luz artificial en el CIAD vs luz natural en el CIBNOR) y las condiciones
menos controladas en el estanque supralitoral, en donde crecen macroalgas,
balanos y existe una fauna particular en el estanque. En los tres sistemas se
presentd la primera maduracidon en las hembras y machos, aunque no todas las
hembras alcanzaron la maduracién final y desove como se discute mas adelante.
Con lo anterior, se puede precisar, que la edad de primera maduracién se
presento a los cuatro afios, independientemente de las ventajas o desventajas que
pudieran haber tenido cada uno de los sistemas de reproduccion. Otra
observacion fue la reproduccién del pargo amarillo durante el 2013 en el tanque
del CIBNOR, la cual sirvé como un control positivo de reproduccion, en cuanto a
las condiciones abitticas del sistema de recirculacién, en donde el huachinango
no alcanzé la primera maduracion. En el 2014, las dos especies se reprodujeron
en el sistema, lo que apoya que la edad de maduracion del huachinango ocurrio
hasta el cuarto afio de cultivo.
En el caso del tanque de CIBNOR, solamente habia una hembra, la cual maduré y

desovo en forma constante. Por otro lado, en el tanque del CIAD, se sugiere que
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aunque habia cinco hembras, solamente una entr6 a la maduracion final y desovo
de manera discontinua. Sin embargo, las otras cuatro hembras fueron revisadas
por biopsia ovarica y presentaron ovocitos vitelogénicos, lo que sugiere que estas
hembras maduraron a los cuatro afos, pero no participaron reproductivamente. Lo
anterior también se observd en los huachinangos del estanque supralitoral, en
donde dos hembras presentaron ovocitos vitelogénicos, pero no se observaron
huevos flotantes. Esto sugiere que las hembras de huachinango llegaron a la
pubertad al cuarto afio, mas no todas se reprodujeron. Lo anterior lleva a sugerir
también que no todos los machos, aunque puberes, participaron en la
reproduccion.

Los datos de longitud y peso entre hembras y machos estuvieron interpuestos con
sus desviaciones estandar, lo que efectivamente no evidencia un dimorfismo
sexual. Sin embargo, las tallas y pesos maximos se presentaron en los machos, lo
cual se pudo deber a que el numero de machos analizados fue de 31, mientras
que solo nueve fueron hembras.

La talla de primera maduracion sexual (LTy) en L. peru ha sido calculada en el
medio silvestre usando la talla media de primera madurez sexual (L50) la cual
corresponde a cuando la mitad de la captura realizada se encuentra sexualmente
madura y se asume que los organismos muestreados representan a la poblacion
total (Diaz-Uribe et al., 2004). La edad de primera maduracion sexual ha sido
calculada en organismos silvestres por medio del estudio de escamas y otolitos
seccionados o enteros por medio de marcas y anillos de crecimiento anual, asi
como la revision histolégica de las gonadas. De este modo varios autores han
intentado determinar estos dos parametros para regular la pesqueria de
organismos silvestres y evitar la captura de organismos jovenes. Ruiz-Luna et al.
(1985) encontré la primera madurez sexual en L. peru a una longitud total de 28.8
cm, relacionada con una edad menor a 3 anos en las costas de Michoacan. Rocha
Olivares (1991) la propuso a una talla entre 25 a 35 cm a una edad entre 2 y 3
afnos en Baja California Sur. Reyna-Trujillo (1993) la propuso a una talla entre 25 a

30 cm en las costas de Baja California Sur, sin indicar la edad. Posteriormente,
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Rocha-Olivares (1998) la propuso a una talla entre 25 a 30 cm con una edad entre
2 y 3 anos en las costas de Baja California Sur, mientras que Rojas Herrera (2001)
la propuso a una talla de 29.5 cm con una edad entre 2 y 3 afos en las costas de
Guerrero, Diaz—Uribe et al. (2004) a una talla de 33 cm con una edad de 3.4 afos
en Baja California Sur, Zamora Muncifio-Arroyo (2005) a una talla de 30-34 cm, sin
indicar una edad en las costas de Jalisco, y Gallardo-Cabello (2010) a una talla de
25.45 cm con una edad de 1 afo en las costas de Michoacan. La talla de primera
maduracién de huachinango cultivado no concordé con ninguno de los reportes de
talla en huachinango silvestre, ya que la longitud total minima fue a partir de los 49
cm. Sin embargo, la edad de primera maduracion a partir de 3.4 anos (Diaz-Uribe
et al., 2004), se aproxima al presente estudio, ya que los huachinangos cultivados
a los 3.5 anos de edad, se encontraban en las temperaturas minimas de invierno
en La Paz, Baja California Sur, en enero del 2014, oscilando entre 20 y 22 °C, y
conforme entré la primavera, se dio el incremento natural de temperatura y
fotoperiodo, estimulando asi el proceso de maduracion y culminando con el

desove en el verano.

8.2. Fecundidad

Los datos de mililitros de huevos por desove de huachinango, indicaron un
promedio de 44 mL en el tanque del CIAD y de 49 mL en el tanque del CIBNOR,
dando un promedio general de 46.5 mL por desove, mientras que en pargo
amarillo fue de 28 mL por desove. Las hembras de huachinango con un promedio
de 2.35 Kg y un promedio de fecundidad de 45,000 huevos/Kg/desove, fue similar
a la reportada por Pintos-Teran et al. (2003) en una hembra inducida al desove
con la hCG: 41,675 huevos/Kg. Sin embargo, la hembra inducida tenia 4.24 Kg de
peso corporal. De acuerdo a estos autores, la fecundidad en el huachinango
aumenta con el peso de la hembra, por lo que al parecer, la fecundidad obtenida
por induccion hormonal es menor al desove natural en términos de peso corporal,
por lo que falta mas investigacion en este punto. De acuerdo a Marte (1989), el

desove natural es el método preferible para reproducir peces en cautiverio, lo cual
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sugiere que es el caso para el huachinango, ya que a lo largo de la etapa
reproductiva, cada hembra presenta multiples desoves sin la necesidad de una
manipulacion, ni un tratamiento hormonal. Sin embargo, falta corroborar si la
fecundidad aumenta con el peso de la hembra en huachinango producido en
cautiverio y también falta determinar si a lo largo de los desoves multiples existe
una calidad diferente de gametos, por ejemplo, por un agotamiento reproductivo
que tenga relacién a la supervivencia y calidad de la larva. Las temperaturas en
las que se reprodujeron los huachinangos tanto en el CIAD y en el CIBNOR,
mostraron que esta especie desova y produce huevos viables desde los 27 hasta
los 31 °C.

8.3. Esteroides sexuales

Los resultados de la hormona 11-ketosterona y la proporcion hormonal de
11-ketosterona con relacion al estradiol (11-KT/E;), fueron significativos entre
hembras y machos de pargo amarillo. Sin embargo, solamente la proporcién 11-
KT/E, permitié corroborar la identificacion del sexo, previamente realizada por la
observacion de ovocitos vitelogénicos a través de una biopsia ovarica, o0 bien,
esperma fluyente después de una presion abdominal. Lo anterior se debe a que
aunque en general se esperan observar valores bajos de 11-KT en hembras, y
altos en machos, esto no ocurre y puede haber valores muy cercanos entre ambos
sexos. Sin embargo, cuando estos datos se establecen con relacién al estradiol,
los datos permiten identificar el sexo.
Los reproductores de pargo amarillo fueron los unicos que se encontraban en una
proporcion sexual 1:1 y que habia una cantidad suficiente de ejemplares (datos)
para validar la técnica hormonal. Sin embargo, la unica hembra que desovo en el
tanque en CIBNOR, contrastada contra 4 machos fluyentes, mostré resultados
muy similares, asi como los huachinangos silvestres de julio, en donde valores por
debajo de 0.1 ng/mL identificaron hembras, mientras valores iguales o por arriba
de 0.1 ng/mL identificaron machos. Evidentemente que esta separacion es

arbitraria y es muy posible de que exista un error en datos muy cercanos a 0.1,
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como se observé en algunos individuos. Sin embargo, los valores extremos entre
hembras y machos permitieron identificar el sexo de una forma conspicua. En el
caso de los huachinangos silvestres de mayo, que es cuando la temporada
reproductiva esta comenzando, la escala hormonal se redujo a valores muy
pequefios entre 0.01 y 0.08 y no fueron del todo confiables, precisamente porque
los valores de los machos estuvieron entre 0.02 y 0.08, en donde algunos serian
valores que identificaron hembras (< 0.1) durante julio. Los resultados de este
estudio fueron similares a los reportados por Kohn et al. (2013) en donde las
proporciones hormonales de 11-KT/E; utilizadas para la identificacion sexual del
Hapuku (Polyprion oxygeneios), mostraron valores alrededor de 0.07 ng/mL para
hembras y de 3.61 ng/mL para machos durante la temprada reproductiva, mientras
que al final de la temporada reproductiva, los datos ya no fueron confiables; 0.41
ng/mL y 0.71 ng/mL respectivamente. Por otra parte Chu-Koo et al. (2009)
mencionaron que las concentraciones homonales considerando a la 11-KT y el E»
de manera aislada, no contribuian a indentificar el sexo, mientras que cuando se
consideraron ambas, el cociente de una contra otra, ya fuera 11-KT/E, o bien de
E»/11-KT, permitieron identificar el sexo de un pez pulmonado del Amazonas,
conocido comunmente como Pirarucu (Arapaima gigas) que no presenta
dimorfismo sexual; los valores mostrados en su estudio, para el cociente de 11-
KT/E», fueron valores menores 6 iguales a 2.5 pg/mL en las hembras y por encima
de este valor machos, mientras que para E,/11-KT, fueron valores menores 6
iguales a 0.4 pg/mL en las hembras y por encima de este valor machos; con
ambos cocientes la identificacién del sexo fue del 100%. En ambos trabajos la
separacion entre hembras y machos fue establecida de forma arbitraria de
acuerdo a los cocientes observados de la especie en estudio, lo cual esta en
concordancia con en el presente estudio.

En general, se sugiere que la técnica hormonal en lutjanidos fue confiable una vez
que los peces pesentaron una maduracidn avanzada y durante su reproduccion,
pero no durante el comienzo de la maduracién al inicio de la temporada

reproductiva; lo cual nos lleva a sugerir que tampoco seria confiable en la
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finalizacién de la temporada reproductiva y la recrudescencia de la gonada. Lo
anterior conlleva también a sugerir el investigar algun marcador genético o
fisiolégico que permita la identificacion del sexo, no solamente antes de la primera
maduraciéon, si no a edades mas tempranas de engorda, si es que existe una
mortalidad diferencial entre el sexo, en donde los machos sobrevivan mas que las
hembras, como se discute mas adelante. No fue posible tomar sangre de los
huachinangos del tanque en el CIAD y no fue posible muestrar durante la

recrudecencia gonadal por condiciones que estuvieron fuera de nuestro alcance.

8.4. Proporcion de hembras y machos de reproductores de huachinango

Después de cuatro afios de cultivo, 40 huachinangos llegaron a su primera
maduracion. De estos, 9 ejemplares fueron hembras y 31 ejemplares fueron
machos. La proporcion de sexos estuvo desequilibrada en favor de los machos,
dado que era de esperarse contar con aproximadamente 20 hembras y 20
machos, es decir; una proporcién de 1:1. Este resultado puede ser aleatorio en
términos de supervivencia. En julio del 2010, se produjeron 250 juveniles, por lo
que 40 individuos representan una supervivencia baja de 16%. Este es el primer
resultado reportado de engorda hasta la reproducciéon en huachinango y sugiere
que se debe de llevar a cabo mas investigacion zootécnica durante la etapa de
cultivo, con la finalidad de aumentar la supervivencia de reproductores. Sin
embargo, si por alguna razén, dicha proporcion no fue un resultado aleatorio, se
puede plantear la hipotesis de que ocurrio una mortalidad diferencial por sexo
durante el cultivo, o bien, durante la maduracion, en donde las hembras, fueron
mas susceptibles de morir, condicibn que requerira ser cotejada en

investigaciones futuras.

8.5. Comportamiento reproductivo
El comportamiento reproductivo observado en los tanques de huachinango
y pargo amarillo, en donde los machos persiguieron y cortejaron a la(s) hembra(s)

hasta formar una espiral ascendente, en donde se produjo el desove durante la
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madrugada, concordd con el descrito en lutjanidos por Allen (1985), y con el
descrito en particular para L. kasmira (Suzuki y Hioki, 1979). Se enfatiza que el
comportamiento de machos persiguiendo a hembras también se presentd durante

el dia.

8.6. Anestesia de reproductores de huachinango

El uso de eugenol para anestesiar a los reproductores de huachinango
cultivado no fue muy eficiente. Si bien no fue posible hacer una evaluacién como
tal, se observd que muchos peces no entraron en anestesia profunda ya que,
aunque estaban volteados, en el momento de hacer la puncion con la aguja
reaccionaban dando coletazos. Esto no permiti6 tomar una muestra de sangre a
varios reproductores y aun incrementando la concentracion de eugenol en el
tanque, la respuesta seguia siendo la misma, por lo que por seguridad de que el
reproductor no se recuperara y muriera por insuficiencia ventilatoria, se preferia
regresarlo al tanque de recuperacion. El eugenol ha sido utilizado en el CIBNOR
en otros lotes de huachinangos, otros pargos y cabrillas sin mayor problema. Lo
que se pudo inferir como posible causa fue que la temperatura se encontraba muy
alta, llegando casi a los 31 °C, y que pudiera estar relacionada con esta respuesta,
es decir, que el efecto anestésico del eugenol es dependiente de la temperatura
del agua; dicha hipotesis tendra que ser evaluada en una investigacion posterior.
El eugenol, que es el ingrediente activo del aceite de clavo, ha reemplazado al
metanosulfonato de tricaina, por su costo y accesibilidad, pero ademas porque
algunos técnicos han sentido cierta reaccién en la piel. Sin embargo, la seguridad
y eficacia del eugenol como anestésico en peces no ha sido sistematicamente
evaluada (Sladky et al., 2001). En un estudio comparativo de anestesia entre la
tricaina y el eugenol en la especie Piaractus brachypomus, se observd que los
peces anestesiados con eugenol tenian mas probabilidades de reaccionar ante
una puncidn de aguja, en comparacion a los peces anestesiados con tricaina.
Ademas, las reacciones a la puncién con aguja fueron mas consistentes, y con

frecuencia mas exageradas con eugenol, en comparacion con las reacciones con
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tricaina. Como observacion interesante, 14 de 15 peces reaccionaron a la puncion
de la aguja a una concentracién de 100 o 200 mg/L de eugenol, y s6lo 10 de 15
peces reaccionaron a 50 mg de eugenol/L. Paraddjicamente, a un aumento de la
concentracion de eugenol, aumentaron las reacciones de la puncion de la aguja.
En contraste, en los peces expuestos a tricaina a 50 mg/L, sbélo 8 de 15
reaccionaron a la puncién de la aguja, mientras que a 100 o 200 mg/L s6lo un pez
reacciono (Sladky et al., 2001). Con lo anterior, se hace necesario el investigar y
establecer protocolos de anestesia con eugenol en las diferentes especies de

peces en cautiverio y en particular en el huachinango.

8.7. Enfermedades en los reproductores de huachinango

En la piscicultura marina la presencia de parasitos como hongos, protozoos
(flagelados, ciliados y esporozoos) helmintos (digeneos, monogeneos, cestodos,
nematodos, acantocéfalos) y crustaceos, pueden desarrollar estados patologicos
en los peces confinados (Fuentes Zambrano et al., 2003). Sin embargo, en climas
calidos, los parasitos, especialmente los externos, son el principal grupo de
patdégenos que causan mortalidad en los peces sometidos a cautiverio (Hepher y
Pruginin, 1989). Los parasitos externos se vigilaron constantemente en los
reproductores de huachinango, y periodicamente se aplicaron tratamientos
preventivos y/o correctivos para evitar la muerte de ejemplares. Dentro de estos,
se encuentran los copépodos parasitarios externos, que usualmente se alimentan
de células epiteliales y fluidos del hospedero. Cuando la infeccion es en la piel, el
tejido del hospedero se desgasta, produciendo hinchazoén; cuando es en las
branquias, el hospedero puede sufrir pérdida de su capacidad respiratoria,
mientras que aquellos que se alojan en ojos llegan a producir ceguera (Morales-
Serna y Pérez Ponce de Ledn, 2012). En este sentido, el presente estudio hace
hincapié, en que los ojos del huachinango son muy susceptibles a infectarse,
inflamarse y desgastarse hasta llegar a la ceguera. En el mejor de los casos se
observa una cicatrizacién dejando al huachinango tuerto. Sin embargo, esto hace

que el reproductor tenga mas posibilidades de golpearse el otro ojo en el tanque
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de reproduccion, por la persecucion de los machos, o bien, por un golpe después
de que el pez haya saltado durante alguna maniobra de mantenimiento, como
alimentacion o limpieza del tanque, etc. En el caso de la unica hembra en el
tanque-CIBNOR, la hembra se trasladd6 ya con un ojo cicatrizado y fue
precisamente, una infeccion en el otro ojo, la que ces6é su reproduccion vy
finalmente murié. Lo mismo ocurrié con una hembra en el tanque-CIAD, la cual se
sacrificd. En un estudio realizado en pargos y jureles de la Bahia de Chamela, en
Jalisco, se detectaron 11 especies de Caligus, que representan un riesgo potencial
para la pesqueria y la actividad acuicola de esas especies de peces; en particular,
la especie Caligus sclerotinosus, es un copépodo parasito de Lutjanus peru
(Morales-Serna y Pérez Ponce de Ledn, 2012). Cada ejemplar de huachinango
cultivado representa varios miles de pesos de inversion (Dr. Rafael Campos,
comunicacion personal), si consideramos que son 4 afios para llegar al estado
reproductivo, se tendran que tomar normas mas estrictas de prevencion y
diagndstico temprano y tratamiento en enfermedades de los ojos del huachinango.
Al parecer, se trata de un problema particular de esta especie, ya que en el pargo
amarillo por ejemplo, aun cuando su comportamiento reproductivo es mucho mas
agresivo, raramente se han observado ejemplares con alguno de los ojos en mal
estado, de igual forma no hay nada similar observado o reportado en otras

especies de lutjanidos cultivadas.
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9. CONCLUSIONES

1. La edad de primera maduracion de huachinango L. peru producido en el
CIBNOR se presento al cuarto afo de cultivo, con una longitud total promedio de
562 + 35 mm, una longitud patrén promedio de 469 + 31 mm, y un peso corporal
promedio de 2.71 + 0.41 Kg.

2. Las hembras maduraron a una longitud total promedio de 530 + 13 mm, una
longitud patrén promedio de 434 £ 12 mm, y un peso corporal promedio de 2.45 +
0.11 Kg, mientras que los machos a una longitud total promedio de 564 + 52 mm,
una longitud patron promedio de 462 + 39 mm, y un peso corporal promedio de
2.76 + 0.46 Kg.

3. La supervivencia del huachinango cultivado fue del 16%, equivalente a 40

ejemplares, habiendo estadisticamente mas machos que hembras.

4. Las hembras que desovaron presentaron multiples desoves sin la necesidad de

una manipulacién, ni un tratamiento hormonal.

5. Las hembras que se reprodujeron presentaron un rango entre 30 y 60 mL de
huevos por desove, con un promedio de 46.5 mL, equivalentes a 101,200 huevos
por desove. El promedio de las hembras que desovaron fue de 2.3 kg, y la

fecundidad absoluta fue de 44,000 huevos/Kg/desove.

6. La viabilidad de los huevos de la hembra que se reprodujo en el CIAD fue del

55%, mientras que en la hembra que se reprodujo en el CIBNOR fue del 100%.

7. No se encontré6 un efecto de temperatura en el numero de desoves de
huachinango, la cual tuvo un incremento gradual durante el verano desde los 27
hasta los 31 °C.
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8. Durante la reproduccion de huaninango cultivado, la Testosterona se encontro
en un rango de 16.06 a 66.86 ng/mL, el Estradiol en un rango de 36.20 a 52.69
ng/mL, y la 11-ketosterona en un rango de 4.33 a 48.60 ng/mL.

9. El cociente de la concentracion de 11-ketotestosterona en relaciéon a la
concentracion de estradiol permitié la identificaciéon del sexo del huachinango
cultivado (generacion 2010) y pargo amarillo cultivado (generacion 2007), asi
como huachinango silvestre capturado en julio. Sin embargo, no fue confiable
identificar el sexo en los huachinangos silvestres capturados en mayo o alejados

de la época reproductiva natural.

10. Se concluyd que la identificacion del sexo mediante la técnica de
inmunoensayo ELISA para esteroides sexuales fue confiable una vez que los
peces presentaron maduraciéon gonadica y reproduccién, pero no durante el
comienzo de la temporada reproductiva, o bien en huachinangos sivestres

inmaduros. Valores cercanos ¢ menores a < 0.1, identificaron a hembras mientras

que valores mayores o iguales a = 0.1, identificaron a machos.

11. ElI comportamiento reproductivo de huachinango se presenté de forma
continua durante el dia y los desoves se presentaron alrededor de la media noche

y las primeras horas de la madrugada.
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