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Resumen

En los paises mediterraneos, la produccion de peces marinos ha estado basada durante
mucho tiempo en pocas especies, de hecho, la diversificacion es untema importante en
el desarrollo sostenible de la acuicultura. Uno de los principales cuellos de botella en el
cultivo de nuevas especies, es la reproducciony la consiguiente obtencion de alevines de
alta calidad. Muchas especies de peces presentan problemas reproductivos debidos al

cautiverio.

El pez de limdn (Seriola dumerili), es uno de los principales candidatos en los programas
de diversificacién de acuicultura por sus importantes caracteristicas: rapido crecimiento,
alta calidady textura del filete, alto valor comercial, rapida adaptacion a la comida inerte

y condiciones de cultivo.

Los objetivos principales de este estudio fueron: la obtencion de puestas del pez de limén
induciendo los reproductores con la hormona GnRHa, mediante inyeccidn e implantes;
la evaluacion de la calidad y de la produccion de las puestas obtenidas, y la evaluacion de

la eficacia econdmica de los dos tratamientos hormonales.

Los reproductores fueron capturados en la naturaleza en el 2011, y mantenidos dos afios
en tanques de 10 m3. En Mayo del 2013, se seleccionaron 9 hembras con oocitos mayores
de 500 pm y 9 machos fluyentesy se estabularon en tres tanques de 10 m3; 35y 3 @ por
tanque, un tanque por cada tratamiento y uno para el control. A lo largo de la estacion
reproductiva se realizaron 9 inducciones por tratamiento de tal manera que cada macho
y cada hembra de los dos tratamientos fueron inducidos un total de tres veces. Los peces

del tanque control no fueron inducidos.

Los datos de calidad de puesta, y producciéon por puesta mostraron diferencias
significativas en los dos tratamientos en cuanto a % y numero de huevos viables, de
eclosién y de supervivencia (3 dpe), evidenciando mejores resultados en el tratamiento

con inyecciones.

lgualmente los datos econémicos mostraron mejores resultados en el tratamiento con

inyeccion.



1. Introduccion

1.1. Acuicultura en el mundo

Los recursos naturales del planeta tierra son limitados, la explotacidn insostenible de los
recursos naturales a lo largo de los afios, no ha consentido una regeneracion sostenible
de estos, incluso los océanos y rios, se encuentran sobrexplotados, y estan mostrando su
finitud como fuente de alimentos silvestres. La poblacidon humana sobre la tierra estd en
constante aumento, asi como los niveles de vida medios, y el aprovisionamiento de
alimento esta volviendo a ser un problema sustancial para la humanidad. La produccion
mundial de alimentos deberd crecer un 70% entre 2010 y 2050, para satisfacer las
necesidades nutricionales de la poblacion humana. Mas de la mitad del total, de los
productos de origen acuatico consumidos actualmente en el mundo, procede de granjas
de acuicultura. Mirando al futuro, la Organizacion de las Naciones Unidas para la
Alimentacion y la Agricultura (FAO), estima que antes del 2030 mas del 65% de los

alimentos acuaticos, procederan de la acuicultura (APROMAR, 2013).

Seguln la FAO (2012), en las ultimas tres décadas (1980-2010), la produccion acuicola
mundial de especies comestibles ha aumentado casi 12 veces, con una tasa media de
crecimiento anual del 8,8 % En las décadas de los 80 y de los 90, la acuicultura ha
registrado tasas medias de crecimiento anual de un 10,8 % y un 9,5 %, respectivamente;
tras este periodo ha disminuido a un promedio anual del 6,3 %. En el 2010 alcanzd su
nivel maximo con una produccion de 60 millones de toneladas (t) (Fig. 1) y un contravalor
econémico estimado de 119.400 millones de délares USA (excluidas las plantas acuaticas

y los productos no utilizados directamente para la alimentacion).
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Figura.1.Produccién mundial de la pesca de captura y de la acuicultura (FAO, 2012).

Las regiones de Asia y del Pacifico son las principales productoras de la acuicultura
mundial, aportan el 89 % de la produccion total en cantidad, y el 77 % en valor. Este
predominio se debe principalmente a la enorme produccién de China; de hecho China es
el primer pais productor mundial de acuicultura, con 50,1 millones de toneladas de
produccién en 2011, cifra un 4,9% superior a la de 2010 (Tabla I). Entre las 10 principales
naciones productoras de acuicultura, hay que sefialar el fuerte crecimiento observado
durante 2011 en Indonesia (algas, tilapia, carpas y langostinos), India (carpas y
langostinos) y Vietnam (pangas, carpas y langostinos). Sin embargo, hay que resaltar |a
caida en la produccion de Tailandia (-21,6%), a causa de patologias en la cria de
langostinos (Tabla ). En relacion con los paises desarrollados, Noruega, ha tenido un
importante crecimiento de la produccién acuicola, que con un incremento del 13,0%
superd en 2011 las 1.138.000 toneladas, y pasd del 102 al 82 |lugar mundial, de hecho
Noruega y Chile son los dos mayores productores mundiales de salmén Atlantico (Salmo
salar) y representanel 33 %y el 31 %, respectivamente, de la produccion mundial de esta

especie (APROMAR, 2013).



Tabla I. Produccién acuicola por paises (incluyendo algas) en 2011, y tasa de variacién interanual

(FAO, 2012)

Pais Toneladas %crec. anual
China 50.173.139 4,9
Indonesia 7.937.072 26,4
India 4.577.965 20,8
Vietnam 3.052.500 12,8
Filipinas 2.608.120 2,4
Bangladesh 1.523.759 16,4
Republica de Corea 1.499.335 8,9
Noruega 1.138.797 13,0
Tailandia 1.08.49 -21,6
Egipto 986.820 7,3
TOTAL 10 PAIES PRINCIPALES PRODUCTORES 74.505.556 7,9
RESTO DE LOS PAISES 9.223.757 2,0
TOTAL MUNDIAL 83.729.313 7,2
Espafia puesto 19° 271.963 7,8

1.2, Acuicultura en la Union Europea

En 2011, la acuicultura de la Unién Europea (UE), puso en el mercado 1,27 millones de

toneladas de productos acudticos, y la produccion de pescados de acuicultura fue de

647.156 t, un -0,3% con respecto a 2010, y un descenso acumulado del 12,7%, desde el

pico de produccién acuicola europea que tuvo lugar en 1999. Sin embargo, asi como la

suma de los volumenes de produccién de las primeras 10 especies de peces cultivadas

no vario entre 2010y 2011, la produccién del resto de especies cayd un 6,0%, indicando

una menor relevancia de estas especies, frente a la consolidacién de las especies

convencionales (Tabla Il) (APROMAR, 2013).



Tabla lll. Principales especies de peces producidas mediante acuicultura, en la Unién Europea en

2011 (FAO, 2012)
Especie Nombre cientifico Toneladas % Var. anual
Trucha arco iris Oncorhynchus myekiss 176.983 -7,8
Salmon Atlantico Salmosalar 171.034 -0,1
Dorada Sparus aurata 98.840 8,8
Lubinaeuropea Dicentrarchus labrax 73.196 16,8
Carpa comun Cyprinus carpio 61.860 -6,2
Rodaballo Psetta maxima 11.138 11,8
Anguila europea Anguilla anguilla 6.711 5,0
Pez gato africano  Clarias gariepinus 5.334 0,5
Trucha de rio Salmo trutta 3.913 -13,6
Carpa plateada Hypophthalmichthys molitrix 3.496 2,8
TOTAL 10 PRINCIPALES ESPECIES 612.505 0,0
RESTO DE ESPECIES 34.651 -6.6
TOTAL ACUICULTURAPECESEN UE 647.156 -0,3

Espafia es el miembro de la UE, con un mayor volumen de produccidn en acuicultura, con

271.963 ten 2011 (21,5% del total de la UE), seguido por Francia con 226.020t (el 17,8%),

y el Reino Unido con 177.155 t (14,0%) (Fig. 2).

El Reino Unido es el miembro de la UE, con una mayor producciéon de pescado de

acuicultura, con 162.874 toneladas (el 25,2%) en 2011. Las principales especies criadas

en el Reino Unido son el salmdén Atlantico y la trucha arco iris. Grecia es el segundo

productor, con 121.980 toneladas (el 18,8%), que en sumayor parte son lubina europea

y dorada. Espafia es el tercer pais productor, con 59.263 toneladas (el 9,2%) (Fig. 2).
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Figura. 2. Distribucion de la produccion deacuicultura en los Estados miembros dela Union
Europea, en 2011 (FAO 2012).

Enla Unidn Europea, los principales productos de la acuicultura son pescados y moluscos,
la produccion de crustaceos, algas u otros invertebrados es muy reducida. La produccion
total de productos acuaticos en 2011 sumd 1.267.248 t, de estos 647.248 fueron de
pescado, lo que supuso el 51,1% del total; 619.685 t de moluscos, el 48,9%; 280 t de
crustaceos, el 0,04%; 125 t de plantas acuaticas, el 0,009% vy 2 t de otros invertebrados

acuaticos el 0,001 % (Fig. 3).

La especie mas producida en la UE es el mejillon (355.555 t), de la que se producen dos
especies, el comun (Mytilus edulis) y el mediterraneo (Mytilus golloprovincialis), seguido
por la trucha arco iris (176.983 t, el 27,3% del total de pescados de acuicultura
producidos, si bien con una reduccion del 7,8% respecto al 2010), el salmoén Atlantico
(171.983 t, practicamente la misma cantidad que en el aflo anterior, el 26,4% del total) y
la dorada (98.840 t, el 15,3% con un aumento del 8,8% en relacion con el afio

anterior)(APROMAR, 2013).
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Figura. 3. Evolucién dela produccidn dela acuicultura en la Unién Europea porgrupos principales,
para el periodo 1950-2011 (FAO, 2012).

1.3.  Acuicultura en Espana

En Espafia, la acuicultura es una actividad empresarial importante, que cuenta una larga
tradicién en numerosos lugares, tanto costeros como fluviales. Este sector primario, del
que es el principal productor en la Unién Europea, estd formado por micro, pequefias,
medianas y grandes empresas que ofrecen empleo de calidad, son competitivas, cada
una a su nivel, e innovadoras dentro de sus posibilidades. Segin APROMAR (2013) en
Espafia la obtencién de los productos acudticos proveniente de pesca, marisqueo vy
acuicultura aumenté en 2011 en un 3,4% con respecto al 2010, alcanzando 1.265.657
toneladas. Mientras que la pesca crecié un 2,3%, la produccién de acuicultura alcanzé un

7,8% de crecimiento (Fig. 4).
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Figura. 4. Evolucion dela produccién acudtica total (acuicultura y pesca) en Espafia, en el periodo
1950-2011 (FAO, 2012).

De las especies producidas en Espafia, destaca en la produccién de mejillones con
212.556 t; de trucha arco iris con 18.612 t; de dorada con 19.430 t; de lubina europea
con 14.270 t; y de rodaballo con 7.970 t (Fig. 5).

Las principales especies de peces marinos cultivados en Espafia son dorada, lubina
europea y rodaballo, representando un 94% de la produccion piscicola, la restante parte
es ocupada por la corvina (Argyrosomus regius), el lenguado senegalés (Solea
senegalensis), la anguila europea (Anguilla anguilla) y el besugo (Pagellus bogaraveo)
(APROMAR, 2013). La busqueda de nuevas especies en acuicultura se ha convertido en
una cuestién muy importante, no solo para diversificar el mercado de especies
producidas, sino también para seguir manteniendo la tendencia de aumento de la

produccion que la acuicultura ha tenido hasta hoy.
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Figura.5. Evolucidon dela produccidn de laacuicultura en Espafia por especie, en el periodo 1950-
2011 (APROMAR, 2013).

1.4. Diversificacion

En los paises mediterraneos, la produccion de peces marinos ha estado basada durante
mucho tiempo en pocas especies, alcanzando su nivel maximo en el 2008, con una
produccion de 217.409 t (FEAP, 2013). En cuanto a la acuicultura marina mediterranea,
en la actualidad la produccién sigue centrada principalmente en dos especies, la dorada
y la lubina europea, ambas especies representan el 97,87% de dicha produccion. También
hay especies nuevas que ya se encuentran en produccion, como es el caso del besugo en
Espafia, y del lenguado senegalésy de la corvina en varios paises mediterraneos. Ademas
hay que subrayar el engorde del atun rojo (Thunnus thynnus), que se realiza desde hace

unos afios en Italia, Malta, Croacia, Chipre y Espafia (FEAP, 2011).

El aumento de la produccion de la acuicultura, enlos paises mediterrdneos, depende de
la diversificacion de las especies cultivadas, y de los productos comercializados

(Fernandez-Palacios et al., 2013).



Segln Basurco y Abellan (1999), la seleccion de una nueva especie debe basarse en las

siguientes fases:

e Una primera fase con estudios de mercado: demanda, precio y posibles
evoluciones; las condiciones bioldgicas basicas: tasa de crecimiento, talla,
fecundidad, mortalidad etc.; las caracteristicas abidticas del habitat como:
temperatura, oxigeno, profundidad, etc.

e Una segunda fase basada en las investigaciones para: obtener alevines de buena
calidad y de forma constante; definir protocolos para el cultivo larvario,
requerimiento nutricional, densidad de cultivo, engorde, y condiciones
ambientales de cultivo y tecnologia disponibles.

e Una ultima fase mas empresarial que tiene cuenta factores como: los costes de
produccion, expectativa de los precios de mercado, riesgos, busquedas de

mercados y promocion.

También hay que tener en cuenta el punto de vista medioambiental, por esto las especies
seleccionadas deben ser especies locales, evitando la introduccién de especies exdticas

(Bartley, 1998).

En los dltimos afios se ha investigado mucho sobre el cultivo de nuevas especies,
realizandose grandes progresos en especies como la cobia (Rachycentrom canadum)
(Faulk et al., 2007), el lenguado, Solea solea (Bonaldo et al., 2011), |a lisa Chelon labrusus
(Ben Khemis etal., 2006), el pez de limén, Seriola dumerili (Mylonas et al., 2004; Jerez et
al., 2006; Fernandez-Palacios et al., 2013;) el pez gato asiatico, Pangasius bocourti (Hung
et al., 2002), el atun rojo (Corriero et al., 2003, 2007, 2009; Mylonas et al., 2007; De
Metrio et al., 2009, 2010; Caggiano et al., 2009) o el medregal negro (Seriola rivoliana)
(Roo et al., 2012).

El punto de partida para el cultivo y la produccién industrial, de una nueva especie es el
control de la reproduccion. Para tener una produccién sostenible es necesario el control
de la reproduccion en cautiverio, sin embargo, en la mayoria de las especies candidatas
para la acuicultura, la reproduccién en cautividad es el principal cuello de botella, de

hecho muchas especies tienen disfuncién reproductivas en cautividad.



1.5. Disfunciones reproductivas en acuicultura

Como la mayoria de los animales salvajes mantenidos en cautividad, muchas especies
piscicolas, de interés para la acuicultura presentan disfunciones reproductivas
(Cataudella y Mazzola, 2013), estas disfunciones pueden ser debidas a diferentes causas
como: falta de los habitats naturales de reproduccién (Zohar, 1989 a,b; Yaron, 1995;
Battaglene y Selosse, 1996), estrés producido por el cautiverio (Sumpter et al., 1994;
Pankhurst y Van der Kraak, 1997), factores abidticos, alimentacién o manejos

inadecuados (Schreck et al., 2001; Zohar y Mylonas, 2001; Duncan et al., 2012).

Como ha sido descrito por Cataudella y Mazzola (2013), los problemas reproductivos

suelen ser mas graves en las hembras que en los machos y pueden ser de tres tipos:

e Interrupcién completa de los proceso de oogenesis y espermatogénesis: Esel
caso, por ejemplo, de las anguilas donde la imposibilidad de realizar la migracion,
parece ser la causa de la interrupcién del desarrollo gonadal (Fontaine, 1975).

e La ausencia de puesta al final del ciclo reproductivo: Enlasespecies que presentan
este problema, los oocitos tienen un proceso normal de desarrollo, pero las
hembras no desovan espontaneamente. En este punto los huevos puede tener
dos destinos: o se mantienen en la cavidad abdominal, y se reabsorben
lentamente como en el caso de los salmdnidos (Bromage et al., 1992), o las
hembras pueden liberar huevos inviables, poco después a la ovulacién (desde
unas pocas horas a unos pocos dias), incluso en ausencia de comportamientos
reproductivos, es el caso la lubina estriada (Morone saxatilis) (Zohar y Mylonas,
2001), y de la cherna de ley (Epinephelus aeneus) (Hassin et al., 1997). En estos
caso se puede utilizar la técnica de masaje abdominal o stripping, para obtener
huevos viables (Cataudella y Mazzola, 2013).

e Interrupcién de la maduracién final de los oocitos (FOM): En esto caso el
desarrollo ovarico parece desarrollare normalmente, pero al inicio de la estacién
reproductiva, cuando los oocitos estan en estado avanzado de vitelogénesis se
interrumpe el desarrollo, y los huevos entran en un proceso de regresion
conocido como atresia (Berlinsky et al., 1997; Mylonas et al., 1997). Este es el

problema mas frecuente en acuicultura. Se ha observado en muchas especies
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como: la cherna (Polyprion americanus ) (Suquet et al., 2001; Papandroulakis et
al., 2004) y el pez de limdén (Marino et al., 1995; Diaz et al.,1997; Micale et al.,
1999).

En los peces, el estrés del cautiverio puede afectar al sistema inmune, al crecimientoy a
la reproduccion, afectando en este Ultimo caso, al desarrollo de los gametos y su calidad,
alterando la supervivencia de huevosy larvas, y su desarrollo (Campbell et al., 1992; Foo
y Lam,1993; Pankhurst y Van der Kraak, 1997; Schreck et al., 2001; Wagner et al., 2002).
Segun Schreck et al. (2001), en la trucha arcoiris los niveles de cortisol después de un
agente estresante, son mayores en peces que se encuentran cerca del proceso de
maduracion sexual, y aparece mdas marcado en hembras que en machos. Excluyendo el
caso de la anguila, en los machos las disfunciones reproductivas habituales son la
reduccion de la cantidad, y la produccion de esperma de baja calidad (Zohar y Mylonas,
2001). Berlinsky et al. (1997), observaron en el lenguado canadiense (Paralichthys
dentatus), que los reproductores machos capturados en la naturaleza en el periodo
reproductivo, y mantenidos en cautividad producian esperma poco activo y que no se

mezclaba bien con el agua y por esto era poco viable.

1.6. Induccidén hormonal a la puesta

Son muchas las especies de peces, que manifiestan disfunciones reproductoras cuando
son estabuladas en cautividad, por ello los tratamientos hormonales son hasta ahora la
Unica alternativa, para lograr adecuados procesos reproductivos. En los Ultimos afios se
han utilizado con éxito, una gran variedad de hormonas y tecnologias, en numerosas

especies (Hoar, 1969; Donaldson y Hunter, 1983; Zohar y Mylonas, 2001).

Varios autores (Zohar, 1988; Mylonas et al., 1997, 1998), han sefialado que la principal
hormona responsable en los procesos de reproduccion, es la hormona luteinizante (LH).
Durante el proceso de vitelogénesis los niveles de hormona LH en la hipdfisis va
creciendo, alcanzando el maximo nivel al final de la vitelogénesis, posteriormente,
durante los proceso de FOM y ovulacion, se detectan niveles crecientes de hormona LH,

en el fluido sanguineo (Elizur et al., 1995; Zohar, 1988). Los peces estabulados en
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cautividad, que tienen disfunciones en la FOM y enla ovulacién, producen normalmente
la hormona LH, por esto se completa la vitelogénesis, pero la LH no se encuentra en el
torrente sanguineo, y por tanto no puede llegar a los ovarios, y asi completar la

maduracion final de los oocitos y la puesta.

1.6.1. Extractos hipofisarios

Los primeros compuestos a base de gonadotropinas (GtH), usados para la induccién de
la puesta en peces, fueron los homogeneizados y extractos. Su uso comenzé a finales de

la década de los ‘30 (Von lhering, 1937; Fontenele, 1955).

Actualmente, este método es utilizado masivamente en la produccion de carpas, enlos
paises asiaticos. Zohar (1989 a,b), observo que hipdfisis provenientes de peces en estadio

reproductivo, eran mucho mas eficaces para la induccién por su alto contenido en GtH.

Esta técnica tiene muchos inconvenientes: la gran diferencia en contenido de LH
hipofisario, la presencia de otras hormonas en el extracto que pueden afectar a la
fisiologia del organismo receptor, y la posibilidad de trasmisién de enfermedades (Yaron,

1995).

1.6.2. Gonadotrofina purificada o parcialmente purificada

La preparacién de gonadotrofinas purificadas de salmoén chinoock (Oncorhynchus
tschwawitscha) y de carpa comun, fueron muy utilizadas en el pasado (Yaron, 1995;
Donaldson, 1973). Sin embargo, el elevado costo de |a purificacidn, y la alta especificidad
de las gonadotrofinas, han restringido su uso a especies filogenéticamente cercanas

(Zohar, 1988; Patifio, 1997; Peter y Yu, 1997; Mylonas y Zohar, 2001).
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1.6.3. Gonadotrofina Coridénica Humana (HCG)

La HCG por su facil disponibilidad, es de las gonadotrofinas que ha sido mas usada en
acuicultura. Es extraida con facilidad da la orina de mujeres embarazadas (Lam, 1982;
Donaldson y Hunter, 1983; Zohar, 1989b), su éxito se debe a su similitud con la Hormona

Luteinizante (LH) (Hoar, 1969; Harvey y Hoar, 1980).

La ventaja de esta hormona, es que actla directamente al nivel de la génada, y no
requiere la activacién de la glandula hipofisaria, o la presencia de LH almacenado,
actuando asi mucho mds rapido, induciendo la maduracién final del oocito, la

espermiacion y la puesta (Hodson y Sullivan, 1993).

La mayor contraindicacion para el uso de HCG, es que al ser un péptido grande, es
altamente inmuno-estimulante, por lo que resulta ineficaz, si se suministra enla mismas
dosis en épocas reproductivas siguientes, ya que el sistema inmune la reconoce como
sustancia exdgena, y desarrolla anticuerpos especificos contra ella (Lam, 1982,
Donaldson y Hunter, 1983; Zohar, 1989a), por esto cada afio es necesario incrementar
las dosis, aun asi, todavia puede ser insuficiente para el obtencién de la puesta

(Cataudella y Mazzola, 2013).

1.6.4. Hormonas liberadoras de gonadotrofinas GnRH y andlogos GnRHa

Las hormonas hipotaldmicas liberadoras de gonadotrofinas (GnRH o LH-RH), son
pequefios dacapéptidos, que actuan como control de la gandula hipdfisis, para la
liberacion de gonadotrofinas, se descubrieron enlos mamiferos en los afios ‘70 (Schally,
1978), y ahora son unos de los métodos mds modernos de induccién hormonal a la
ovulacion. Cuando Breton et al. (1990), probaron por primeva vez extractos
hipotalamicos de GnRH nativo en la carpa, observaron un rdpido incremento de GtH

hipofisario.

Rapidamente se crearon andlogos sintéticos GnRHa o LH-RHa (Fujino et al., 1972), que

actlan como los analogos nativos, pero de forma mas potente y con mayor duracién,
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desde entonces su utilizacion se incremento de forma notable (Zohar, 1988; Patifio, 1997;

Peter y Yu, 1997).

Las GnRH nativas producen un rapido incremento de GtH, en muchas especies de peces,
pero este incremento es de baja intensidad, y de corta duracion para inducir la FOM, la
ovulacion y la puesta (Omeljaniuk et al., 1987; Crim et al., 1988a,b; Zohar, 1988; 1989a),
esto es debido al efecto degenerativo de las endopeptidasas, presentes en la hipofisis,
higado y rifidn de los peces (Peter y Yu, 1997; Zohar et al., 1990), de hecho estas enzimas
cortan los dacapéptidos en la posicion 5-6 y 9-10, produciendo pequefios fragmentos

inactivos.

Con la preparacién de andlogos sintéticos (GnRHa), se consiguid sustituir los aminodcidos
de la posicion 6 y 10 con, respectivamente, un aminodcido dextrorso y un grupo
etilamino, produciendo asi una molécula resistente a la degradacién enzimatica, de las
endopeptidasas (Goren et al.,1990; Weil et al.,1991, 1992), pudiendo asi permanecer por
mas tiempo en el torrente sanguineo, y regular de forma eficaz la liberacion de
gonadotrofinas por la hipdfisis. Las GnRHa, por su mayor resistencia a la degradacién
enzimatica, y la mas alta afinidad a los receptores, son de 30 a 100 veces mas eficaces
que las GnRH nativas, en la induccion de la liberacion de LH, tanto en términos de
amplitud como de duracion (Peter et al., 1988; Zohar, 1989a, b; Crim y Bettles, 1997), por
tanto las GnRH y las GnRHa son capaces de inducir el desarrollo del ovario, la FOM y la
ovulacion, pero la dosis debe ser muy superior en la forma nativa (1-15 mg kg™t GnRH) en
comparacion con la forma sintética (1-100 ug GnRHa kg?) (Donaldson y Hunter, 1983;
Zohar, 19893, b).

En los peces fueron probadas varias formas de GnRH (Peter et al., 1985; Crim et al.,,
1988a; Zohar, 1989a; Zohar et al., 1989a), pero las mas usadas son la de mamiferosy la
de salmon, conresultados variables segun las especies, sinembargo la de mamiferos es
usada en varias aplicaciones en los humanos (Barbieri, 1992; Emons y Schally, 1994), y

por esto es de precio mas bajo y de mas facil disponibilidad.

La utilizacién de GnRH y homdlogos GnRHa, en la induccion a la puesta en peces tienen

varias ventajas:
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Las GnRH son pequefias moléculas, no generan respuesta inmune en el receptor, y por

esto se pueden usar en época de reproduccidn posteriores, sin reduccién de la eficacia.

Induciendo la liberacién de LH enddgeno, las GnRH actdan como un reparador de la

interrupcion del sistema endocrino, que regula la reproduccion en peces.

Las GnRH actian a un nivel mas alto del eje hipotdalamo-hipdfisis-gdnadas, en
consecuencia GnRH puede proporcionar una estimulacion mas equilibrada de eventos
reproductivos, y presumiblemente, una mejor integracién de estos eventos con otras
funciones fisioldgicas, tanto directa como indirectamente, también afecta a la liberacidn

de otras hormonas necesarias para el éxito de la FOM y |la de espermiacion.

El poder obtener andlogos sintéticos puros, impide la posibilidad de transmisién de

enfermedades (Zohar y Mylonas, 2001).

El suministro de GnRH se lleva a cabo principalmente mediante inyeccion en solucion

salina, o en forma de sistemas de liberacion lenta y continua.

1.7.  Técnicas de aplicacion hormonal

Los métodos de aplicacion de estos productos han sido estudiado por numerosos
autores, y evaluados en muchas especies (Peter et al., 1988; Zohar, 1988; Donaldson,
1997; Patifio, 1997). La mayoria se iniciaron con la aplicacién en un medio liquido (suero
fisiolégico), para llegar actualmente al uso de compuestos biodegradables (implantesy
microesferas), capaces de regular la liberacion de la hormona incorporada en el producto.
(Suzuki et al., 1988a,b; Yu y Shen, 1989; Swanson, 1991; Lin et al., 1992; Koide et al.,
1993; Okada et al., 1994a, b; Elizur et al., 1996;Garcia-Hernandez et al., 1997; Kajimura
etal.,, 2001; Han et al., 2003; Weltzien et al., 2003; Hellgvist et al., 2004; Mateos, 2007).

Las GnRHa se produjeron con el fin de resistir a la degradacion enzimatica, durante un
periodo de tiempo superior a las GnRH nativas, y permitir la liberaciéon de GtH por un
periodo de tiempo mas largo (Van der Kraak et al., 1983; Zohar et al., 1989b, 1990,

1995a,b; Goren et al., 1990). Sin embargo, incluso la GnRHa mas resistente a la
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degradacion enzimatica tiene una vida media de sélo 23 minutos (las GnRH nativas 5
minutos) (Gothilf y Zohar, 1991). Por esto, en los ultimos 20 afios se desarrollaron
diferentes sistemas de aplicacién biodegradable de las GnRHa, los primeros en ser
probados fueron los pellets de colesterol en el salmoén Atlantico (Weil y Crim, 1983).
Variando la cantidad de colesterol en los pellets, es posible regular la liberacion de las
hormonas, desde 8 dias hasta 8 semanas (Carolsfeld et al., 1988; Sherwood et al., 1988).
Los implantes de colesterol se presentan en forma de pellets cilindricos solidos, de 3 mm
de didmetro, y cada implante puede tener entre 25y 250 ug de hormona, se implantan
por via intramuscular, utilizando un aplicador especial o por medio de un bisturi. Este tipo
de sistema se prepara facilmente y es relativamente barato, pero la liberacién de la
GnRHa es muy variable (Carolsfeld et al., 1988), probablemente porque cada pellet se

prepara individualmente (Sherwood et al., 1988).

Otro tipo de sistema de aplicacion de la GnRHa son las microesferas (5 - 200 um de
didmetro). Las microesferas se preparan usando una doble emulsion, con el método de
la evaporacion del disolvente (Okada et al.,1994a,b), donde se disuelve la GnRHa en
gotitas de agua microscopicas, que son atrapada en una matriz de la AGL (acido DL-3actico
y acido glicdlico). La liberacién de la hormona de las microesferas es inmediata, y puede
durar hasta varios meses, en relacion a la cantidad de acido lactico y acido glicdlico

utilizado, y a la longitud y el peso molecular del polimero (Chasin y Langer, 1990).

El dltimo tipo de sistema de aplicacién de la GnRHa, utilizado para la induccién de la
puesta, se prepara en forma de unimplante sélido monolitico, utilizando un co-polimero
no degradable de etileno y acetato de vinilo (EVAc) (Rhine et al., 1980a). En este sistema
de lenta velocidad de liberacion, la GnRHa se mezcla con un agente inerte expandible, y
la mezcla estd incluida en la matriz EVAc. Se puede controlar la cinética de liberacion,
variando el peso molecular del polimero, el porcentaje de matrizinerte, el tipo de matriz,
la forma del implante (esferas o disco), o mediante la aplicacion de un escudo en la

superficie (Rhine et al., 1980a,b; Hsu y Langer, 1985; Brown et al., 1986; Langer, 1991).
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1.8.  Aspectos econémicos de las inducciones hormonales

La reduccion en el precio de venta del pescado, durante los Ultimos afios, y el incremento
de la oferta, obliga a las empresas a controlar el coste de produccién para ser mas
competitivas, lo que es posible mediante alternativas de manejo (utilizacion de piensos
mas rentables, empleo de dptimas estrategias de alimentacion, mecanizacion de las
operaciones de alimentacién y pesca, etc.), y mejoras estructurales (volumen de

produccion, tamafio de las jaulas, etc.) (Merinero et al., 2005).

En el cultivo de especies que necesitan un control hormonal de la reproduccién, los costes
de las hormonas, son gastos que se afladen al fragil equilibrio econdmico de los criaderos,
de hecho la busqueda de la maxima rentabilidad es esencial en la utilizacion de estos
productos. Segun Valdebenito (2008), la eleccién de las hormonas y de las técnicas
hormonales, tiene que tener en cuenta no solo la eficiencia de producto si no también
los costes, por ejemplo en la salmonicultura chilena, el uso de implantes de GnRHa es

una actividad rutinaria, a pesar de su alto costo.

En el pez gato africano, la utilizacion del producto comercial Ovaprim (®Syndel laboratory,
Vancouver, Canada), que contiene SGnRHa (andlogo de la Hormona liberadora de
Gonadotrofina de salmon), fue econdmicamente mas rentable, que la utilizacion del
estrato pituitario del mismo pez gato africano, y del extracto pituitario de la rana toro
africana (Rana adspersa), a pesar de que los tres productos producian los mismos
porcentaje de eclosion, de fertilizacidon y periodo de latencia (Adebayo y Popoola, 2008),
y ademas la solucion de Ovaprim, diluida al 50 % con solucién salina, fue maés eficaz en
términos de porcentaje de eclosién y supervivencia larvaria, que el mismo producto no

diluido (Olumuji y Mustapha, 2012).
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1.9. Calidad de puesta

Uno de los mayores problemas, para el desarrollo de nuevas especies en acuicultura es
la reproduccion, y la produccién de huevos de buena calidad, por esto desarrollar
protocolos para medir la calidad de la puesta en peces, ha sido muy importante en la
investigacion en acuicultura. La buena calidad de los huevos es una variable muy
importante, que hay que tener en cuenta, porque se refleja en todas las fases de

desarrollo larvario y posteriormente.

En la industria de la acuicultura los huevos de buena calidad han sido definidos como
aquellos que tienen: baja mortalidad, buena tasa de fecundacién, buena formacién del
embridn, alta tasa de eclosidn, y de supervivencia antes de la primera alimentacion

exodgena, cuando la larva ha reabsorbido el saco vitelino (Bromage et al., 1992).

Kjgrsvik (1994), ha usado la morfologia de las larvas como indicador de la calidad de los

gametos en algunas especie de peces.

Fernandez-Palacios et al. (2005) indican que la supervivencia hasta la reabsorcion del
saco vitelino, y la produccion final de larvas, son buenos pardmetros para medir lacalidad

de la puesta.

También se ha propuesto la utilizacién de nuevos indicadores de |la calidad de |a puesta
como: marcadores genéticos (Kestemont et al., 1999; Carnevali et al., 2000, 2001), peso
de las cenizas del huevo (Trippel et al., 2000), vy el pH del fluido ovarico (Lahnsteiner et

al., 2000; Denson et al., 2001).
Los indicadores de calidad, mas usados en trabajos de investigacién son:

e Fecundidad, tasa de eclosidn y tasa de supervivencia (Fernandez-Palacios et al.,
2005).

e Tasa de fecundacion (Kjgrsvik et al., 2003).

e Marcadores genéticos (Kestemont et al., 1999; Carnevali et al., 2000, 2001).

e Peso de cenizas de los huevos (Trippel et al., 2000).

e PH del fluido ovarico (Lahnsteiner et al., 2000; Denson et al., 2001).

e Forma y trasparencia de huevos (Kjgrsvik et al., 1990; Bromage et al., 1994).
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e Morfologia de larvas y huevos (Kjgrsvik et al., 1990; Kjgrsvik, 1994).

e Numero y distribucion de gotas lipidicas (Kjgrsvik et al., 1990; Bromage et al.,
1994;).

e Composicién bioquimica de los huevos (Kjgrsvik et al., 1990).

e Flotabilidad de los huevos (McEvoy, 1984; Carrillo et al., 1989; Kjorsvik et al.,
1990).

Ningunos de los parametros utilizados, parece ser capaz de medir por si mismos la calidad
de la puesta, sin embargo el uso de varios de estos en combinacion parece aportar

mejores resultados.

Las inducciones hormonales afectan a estos parametros, que pueden variar en base a la
técnica de induccion, a la hormona usada, a la dosis de inducciény a la especie estudiada
(Crim y Geble, 1984; Lim, 1991; Hodson vy Sullivan, 1993; Woods y Sullivan, 1993;
Dabrowski et al., 1994; Mylonas et al., 1997; Lush y Crim, 2000; Shioda y Wakabayashi,
2000; Watanabe y Carrol, 2001).

1.10. Cultivo de la Seriola

Debido a algunas caracteristicas como: rapido crecimiento, buena capacidad de
adaptacién a la cautividad, alta demanda y valor comercial, algunas especies del género

Seriola tienen gran interés para la acuicultura mundial.
Seriola quinqueradiata (seriola coreana, japanese amberjack).

Desde los afios 40 se cultivan en jaulas marinas en Japon, Corea y Taiwan, principalmente
a partir de juveniles capturados en la naturaleza, cerca de objetos flotantes. Representa
mas de 80% del total de Seriolas producidas por la acuicultura. Entre los afios 80'y 90" su
produccion media anual alcanzé las 140.000 t (el 70% de la produccién total de peces
marinos de Japdn) (Cataudella y Mazzola, 2013), mientras que en el 2012 la produccion
alcanzdé 160.396 toneladas (FAO, 2012). Sin embargo, no existe produccidon a escala

comercial de juveniles.
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Seriola lalandi (medregal del cabo, yellowtail amberjack).

Se cultiva en Japén y Corea en jaulas marinas flotantes, principalmente a partir de
juveniles capturados en la naturaleza. La producciéon es mas baja en comparacion con la
S. quinqueradiata, y no pasa de las 10.000 toneladas por afio. Desde el final de los afios
90, son criadas en jaulas marinas flotantes, a escala comercial en Australia y Nueva
Zelanda, a partir de juveniles criados en cautividad, procedentes da reproductores
silvestres mantenidos en cautiverio. A principios de los afios 2000, la produccién anual

en Australia variaba entre 2.000-5.000 t (PIRSA, 2002; Cataudella y Mazzola, 2013).

Seriola rivoliana (medregal negro, longfin yellowtail).

Desde finales de los 90 'se registran producciones experimentales en Ecuador a partir de
reproductores salvajesy F1 mantenidos en cautividad, con producciones que no superan
las 20.000 unidades. Desde el 2005 se cultiva en jaulas flotante en Hawai, USA, en el 2008

la produccién alcanzo la 750 t. (Cataudella y Mazzola, 2013).

Seriola dumerili (pez de limoén, greater amberjack).

Cultivadas en jaulas flotante en Japdn, a partir de juveniles recolectados en la naturaleza;
en los afios 90" fue el segundo pez mas producido en Japdn (Nakada, 2000). Al final de
los afios 90" existen producciones experimentales de juveniles en ltalia, Grecia, Espafia y
Malta, a partir de reproductores salvajes mantenidos en cautividad e inducidos con
hormonas. En Malta en 2010 se produjeron 14.000 juveniles. (Cataudella y Mazzola,

2013).

A excepcién de la Seriola dumerili, las otras especies se reproducen de forma espontanea
en cautiverio sin necesidad de tratamiento hormonal (Cataudella y Mazzola, 2013),
aunque hay casos de reproduccion espontanea de Seriola dumerili en cautividad, donde
reproductores mantenidos en tanques de 500 m3, ponen sin induccion hormonal (Jerez

etal., 2006).
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Considerada la gran importancia del pez de limén como especie para la diversificacion

de la acuicultura de los paises mediterrdaneos, en los Ultimos afios varios grupos de

investigacion han realizados estudios sobre el desarrollo de técnicas de reproduccién y

cultivo larvario de esta especie (Tabla ).

Tabla lll. Resumen de las investigaciones sobre la reproduccién de Seriola dumerifi en paises
mediterraneos de la UE en los ltimos afios

Pais/Fuente

Técnicas

Puesta

Observaciones

Croacia:

(Kozul etal.,
2001)

1998-Induccion con
HCG a la dosis de
1000 I.U./Kg

2 eventos reproductivos
con 750 g de huevos en el
primeroy 1250g en el
segundo

En la primera puesta
todos los huevos no
fertilizado, en la segunda
200g fertilizados (16%)

Espafia

(Jerezetal.,
2006)

(Fernandez-
Palaciosetal.,
2013)

(Garcia-Gémez
y Dela
Gandara, 2003)

2002: puestas
espontaneas de
reproductores
mantenidos en
cautividad durante
6 afos

14 millones de huevos
recogidos en 38 eventos
reproductivos entre 29/04
y 01/10

Tanque 500 m3, T° entre
19,7 y 24,5°C; Peso
medio reproductores 25
Kg (N=12); fecundacion
62%; eclosion 16%

2012: inducciones
con inyecciones
intramusculares de
GnRHa a la dosis de
20 pg kgt

15 inducciones 'y 22
puestas en toda la
estacion reproductiva,
330.821 £ 219.519 huevos
por induccién

Tasa de fertilizacion
media 93,13%; 98,64%
eclosion y 89,76%
supervivencia

Induccion con
jeringa
intramuscular de
HCG en dos
hembras salvajes

Cerca 2 millones de
huevos en un evento
reproductivo. 43.000
huevos/Kg de peso

2 hembras, peso medio
23 Kg, cerca de la mitad
de los huevos obtenidos
con masaje abdominal
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Grecia:

(Mylonas etal.,
2004)

(Caprioli, datos
no publicados)

2003: induccién con
implante
intramuscular de
GnRHa la dosis de
500 ug por pez

Primera induccién 12/06,
36h después 36.000
huevos. Segunda
induccién 27/06, 36h
después 180.000 huevos,
5 dias después 336000
huevos

Tanque 40 m3, T°
primera induccién 23°C;
T° segunda induccion
25°C; Peso medio
reproductores 14 Kg;
fecundacion 28%;

2007: induccién con
implante
intramuscular de
GnRHa sobre
reproductores F1

Dos eventos
reproductivos a distancia
de 5 dias, total de
700.000 huevos

Primera semana de julio,
peso medio
reproductores 10 Kg
(N=12)

Italia:

(Lazzarietal.,
2000)

1998: Induccidn con
LHRHa y decapeptyl
a la dosis de 2-10
um/Kgy 20-40

3 eventos reproductivos
con un total de 2.250g de
huevos

T° primera deposicion
21°C; biopsia oocitos
400-600 um de
diametro

um/Kg

2007-2008. 2007: induccién 16/6 Dimensién tanque 200

Reproductores huevos no fecundados. m3, h 4m; T° primera
Malta: salvaje mantenidos | Puesta espontanea en induccion 20,3°C; T° 2°
Produccidn en jaulas se jaulael 19/6 puesta 22°C; Peso medio
estable de trasfieren a tanque reproductores 21 Kg; sex

huevos desde el
2006 (Vitalini,
datos no
publicados)

en tierra. Canulados
e inducidos
intramuscularmente
con HCG 500 Ul

2008: induccion 30/05,
48h después 4,5 millones
de huevos. Induccién
10/7, 48h después 7
millones de huevos

ratio 50:50; %
fecundacion > 60%;
eclosion > 90%; biopsia:
oocitos con 400-600 y
600-800 um

Segln FAO (2012) la produccion industrial europea de Seriola dumerili es muy limitada,

de hecho en el 2011 no se superaron las dos toneladas (Fig. 6). A nivel mundial, la

produccion a partir de alevines nacidos en cautividad es también pequefia (Fig. 7).

22




Produccion entoneladas

2,5

2,0 1

1,5 1

1,0 ~

0,5 H

0,0

2005

2006

2007

2008

2009

2010

2011

Fig. 6. Produccion en Europade Seriola dumerili, en el periodo 2005-2011 (FAO, 2012).
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. 7.Producciéon mundial de Seriola dumerili, en el periodo 2005-2011 (FAO, 2012).
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2. Objetivo:

El objetivo principal de este estudio fue determinar la eficacia, y el efecto en la calidad
de la puesta, de diferentes métodos de aplicacion de la hormona GnRHa, en la induccion
de reproductores de pez de limdn (Seriola dumerili). Para ello se establecieron como

objetivos secundarios |os siguientes:

e Determinar la eficacia de la induccidon hormonal en la obtencion de las

puestas.

e Determinar el efecto de distintos métodos de aplicacién sobre la calidad

de las puestas.

e Determinar el efecto de distintos métodos de aplicacién sobre la

produccion de los reproductores.

e Determinar la eficacia econdmica de los métodos de induccion.
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3. Material y métodos

3.1. Especie objeto del experimento.

Phyllum: Cordata
Superclase: Gnathostomata
Clase: Actinopterygii
Orden: Perciformes
Familia: Carangidae
Género: Seriola

Especie: Seriola dumerili

El pez de limén Seriola dumerili (Risso, 1810) (Fig. 8), es un pez teledsteo de la familia

Carangidae, que estd formada por 33 géneros y 140 especies.

Figura. 8. Seriola dumerilj Risso, 1810 (www.google.it).
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3.1.1. Descripcion

La especie se caracteriza por tener un cuerpo alargado, moderadamente alto vy
ligeramente comprimido. Tienes ojos pequefios en comparacioén al cuerpo, los dientes
son pequefios y se distribuyen en una gran banda en las dos mandibulas. Posee dos aletas
dorsales con 8 espinas dorsales y 29-35 radios blandos, 3 espinas anales y 18-22 radios
blandos anales. El color dorsalmente, es amarillo-verdoso en juveniles, y en adultos es
azulado o gris olivaceo, de color blanco plateado en lados y vientre; aletas oscuras (Smith-
Vaniz, 1986). Segunda aleta dorsal y anal con I6bulo anterior (Smith, 1997). Alcanza un
tamafio maximo entre 180-190 cm de longitud total y un peso maximo de 80-90 Kg
(Bauchot, 1987), con una media de 100 cm de longitud total y 25-40 Kg (Smith-Vaniz,
1986).

3.1.2. Distribucién

Figura. 9. Distribucién mundial de Seriola dumerili(Froese y Pauly, 2014).

Es una especie de distribucién global (Fig. 9). Se distribuye a lo largo del Mediterrdneo

hasta el Golfo de Vizcaya, Marruecos, y raramente en la costa britanica. También se
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encuentra en Nueva Escocia hasta Brasil, Sudafrica, Golfo Arabico, Australia, Japdn y
Hawai. La distribucion en el Atlantico centro oriental a lo largo de la costa africananoesta
bien establecida, debido a la confusidon en el pasado con Seriola carpenteri, aungque su

presencia en el Archipiélago Canario esta bien documentada (Moro et al., 2003).

3.1.3. Biologia

Es un pez tanto pelagico como costero, los adultos se encuentran desde los arrecifes
hasta el mar profundo, normalmente entre los 18 y 72 metros de profundidad pero
pueden aparecer en profundidades mucho mas elevadas, de vez en cuando entran en
bahias costeras, frecuentemente forman bancos, aungue pueden ser solitarios (Smith-
Vaniz, 1986). Los jovenes entre 9 y 20 cm tienen habitos alimentarios prevalentemente
planctonicos, a base de larvas de crustdceos, gasteropodos y anfipodos peldgicos,
mientras desde los 20-30 cm se alimentan principalmente de peces (Pipitone y Andaloro,
1995), y también de invertebrados (Smith-Vaniz, 1986), por esto es considerada una
especie oportunista, y su dieta varia en funcién del tamafio (Mazzola et al., 1993;
Matallanas et al., 1995; Pipitone y Andaloro, 1995). Los juveniles pequefios se asocian a
plantas y algas flotantes, o desechos en las aguas oceanicas y en alta mar. Se pueden

encontrar en bancos o en solitario (Fischer et al., 1990).

3.1.4. Reproduccién en la naturaleza

Los sexos son separados (Smith-Vaniz, 1986). La diferenciacion sexual empieza a partir
de 24 - 25,5 cm de longitud total, en el 4°- 5° mes de vida (Marino et al., 1995). Alos 4 -
5 afios de edad maduran sexualmente (Marino et al., 1995; Kozul et al., 2001). Son peces
de puesta multiple, con el ovario formado por grupos sincrénicos, donde al menos dos
grupos de oocitos estan presentes en el mismo momento (Grau et al., 1992). En el
periodo reproductivo, que en el Mediterrdneo coincide con meses de primavera vy

verano, desde mayo hasta julio (Lazzari y Barbera, 1988; Grau et al., 1992), se acercan a
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las costas. El indice gonado-somatico varia con los afios entre 0,51 y 15,56 para las
hembras y entre 0,05y 8,23 para los machos (Cataudella y Mazzola, 2013). En cautiverio
los machos alcanzan la madurez, produciendo pequefias cantidades de esperma,
mientras que en las hembras, la maduracién de las gdénadas se para al comienzo de Ia
vitelogénesis (Cataudella y Mazzola, 2013). Las migraciones reproductivas se repiten de
forma constante en el curso de los afios, y es en este periodo cuando mas ejemplares se
capturan. Los huevos son pelagicos, esféricos, con un didmetro entre 1,0y 1,2 mm, una
sola gota lipidica de 0,2-0,3 mm (Masuma et al., 1990; Lazzari, 1991; Tachihara et al.,
1993), la eclosién ocurre después de 35h (23-27°C) o 48h (20°C), tras la fecundacion
(Lazzari, 1991; Tachihara et al., 1993).

3.2. Condiciones de cultivo

3.2.1. Reproductores

Los reproductores utilizados en el presente experimento, proceden de un lote de 22
ejemplares de pez de limdn, que fueron capturados, en el afio 2011, en la costa SO de
Gran Canaria por barcos artesanales. Las artes utilizadas fueron nasas de profundidad,
con dimensiones entre 2,5y 3 m de didmetro, y 0,85y 1,10 m de altura. Los peces una

vez capturados, se mantuvieron en circuito abierto en los viveros de las embarcaciones

hasta su llegada al puerto de Mogan (Gran Canaria) (Fig. 10).
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Figura. 10. Traslado a tierra de los reproductores capturados.

A continuacion fueron trasladados por carretera, en tanques de 500 | con oxigeno
disuelto (Fig. 11). A su llegada a las instalaciones, los peces se estabularon en un tanque
de 10 m3 de capacidad, negro de fibra de vidrio reforzada con polyester (3m x3 mx 1,5
m), situado en la Planta Piloto de Produccion de Alevines (PPPA) del Grupo de
Investigacion en Acuicultura (GIA), localizada en las instalaciones del Parque Cientifico

Tecnolégico Marino (PCTM), de la Universidad de Las Palmas de Gran Canaria (ULPGC),

situado en el municipio de Telde (Gran Canaria).

Figura. 11. Camidn de trasporte con los reproductores.

Una vez aclimatados a las condiciones de cultivo, los peces fueron anestesiados, en un
tanque de poliéster de 500 | de capacidad (Fig. 12), utilizando aceite de clavo (GUINAMA,
Valencia, Espafia), a una concentracion de 1ml por cada 10 | de agua de mar, y se
determind su longitud total (LT), la longitud furcal (LF) y el peso (P), procediendo al

marcaje mediante microchip subcutaneo, PIT (Trovan Ltd. Reino Unido). Los peces se
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alimentaron dos veces por semana con pienso comercial (Skretting, Burgos, Espaiia), y

una vez a la semana con alimento fresco (calamar y mejillon).

Figura. 12. Tanque de poliéster de 500 | para anestesiar los peces.

En mayo del 2012, los 22 ejemplares del lote se muestrearon de nuevo, y dado que la
biomasa se habia duplicado, los peces se dividieron en dos tanques de 10 m3, iguales a

los anteriormente descritos.

En 2013, los 22 ejemplares del pez de limoén se trasladaron a la nueva Estacion de
Reproductores del PCTM, y se estabularon en un tanque de 40 m3, de color negro,
construido con poliéster reforzado con fibra de vidrio. Los tanques tienen un didmetro
de 5 my una profundidad de 2,35m en la parte central, y cuentan con una entrada de
agua en su parte superior, y dos desagues situados en el fondo, uno de ellos en posicién

central para el vaciado total, y el otro en posicién lateral para un vaciado parcial. Los
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peces se mantuvieron bajo condiciones naturales de fotoperiodo, salinidad vy
temperatura, durante el periodo experimental, con una tasa de renovacion diaria del
600%. Los peces se alimentaron dos veces a la semana con pienso comercial para
reproductores (13 mm, Vitalis CAL, Skretting, Burgos, Spain) a una tasa del 1%, y una vez

la semana con caballa (Scomber scombrus) a una tasa del 2%, del peso corpdreo.

A principios del mes de junio del 2013, los 22 ejemplares fueron anestesiados utilizando
aceite de clavo, y se volvieron a pesar (P) y a medir (LT y LF), y con el objetivo de
seleccionar a los reproductores para el experimento se determind su sexo, mediante la
realizacién de un masaje abdominal, once de los ejemplares respondieron emitiendo
esperma vy fueron catalogados como machos. A los otros once ejemplares, que no
emitieron esperma, se les practico una canulacién ovarica que se llevo a cabo utilizando
un catéter con un didmetro interno de 1.3 mm (Kruuse, Langeskov, Dinamarca),
introduciéndolo por el poro genital (Fig. 13). Cada muestra de ovario se puso sobre un
portaobjetos y se le afiadié unas gotas de solucién de Serra (6:3:1, 60% de etanol al 96%,
30% de formol al 40% y 10% de acido acético glacial al 96%), para disgregar y
transparentar los oocitos, y se observaron en un proyector de perfiles (Mitutoyo PJ-
3000A, Kanagawa, Japdn) para estimar el didmetro de 100 ovocitos elegidos al azar.
Todos los ejemplares canulados tenian oocitos por lo que fueron catalogados como
hembras, de ellas 9 tenian oocitos mayores de 500y, por lo que fueron seleccionadas

para el experimento (Fernandez-Palacios et al., 2013).
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Figura. 13. Biopsia ovarica de ejemplares de Seriola dumerill,

3.2.2. Tanques experimentales

Los reproductores seleccionados para el experimento, se estabularon en 3 tanques a
razén de 3 machos y 3 hembras en cada uno. Los tres tanques eran de 10 m3 de
capacidad, de seccion cuadrada iguales a los descritos anteriormente, situados en la
Estacidon de Reproductores del PCTM, funcionaban en circuito abierto con una tasa de
renovacion diaria del 600%, aireacion constante distribuida en cuatros puntos en el fondo
del tanque a lo largo del perimetro, para evitar la sedimentacion de los huevos y facilitar
la salida de estos. La salida de agua, situada a nivel de la superficie, terminaba dentro de
otro pequefio tanque con salida por rebosadero en la parte superior, donde estaba
colocado un colector con malla de 500 um de luz. La salida por rebosadero aseguraba
gue los huevos no quedaran en seco, en el caso de fallo del suministro de agua (Fig. 14),
a su vez el tanque con el recolector de huevos estaba situado dentro de otro tanque de

500 litros de capacidad para evitar encharcamientos de agua en la tarima.

La temperatura y el oxigeno disuelto de los tanques, se controlaban en continuo,

mediante un sistema de sondas automatizadas (INNOVAQUA, Sevilla, Espafia).
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Tanque control
sin tratamiento

Tanque para tratamiento
con inyeccion de GnRHa

Tanque para tratamiento
con implante de GnRHa

1. Tanque 10 m3
2. Entrada de agua

3. Salida agna al recolector de huevos

4. Recolector de huevos con malla de 500 micras
5. Tanque con ¢l recolector

6. Tanque anti salpicaduras

Figura. 14. Esquema de los tanques experimentales.

3.3. Inducciones

Semanalmente se indujeron una hembra y un macho, siguiendo el disefio experimental
gue preveia tres inducciones por cada hembra y por cada macho, a lo largo de la
temporada de puesta (desde junio hasta octubre en Canarias) (Fernandez-Palacios et al.,
2013), tres hembras y tres machos por cada tratamiento. Los reproductores del tanque

control no fueron inducidos.

El dia anterior a la induccidn se preparaban las hormonas: tanto los implantes como las
inyecciones. Los implantes de GnRHa “Ovaplan®” (Syndel, International Co. Vancouver,
Canada), se preparaban a una dosis de 40 ug Kg, para las hembras, y 30 ug Kgtpara los
machos (Mylonas et al., 2004), y se ponian en bolsas numeradas una por cada pez. Para
el tratamiento con inyeccion se numeraban las jeringas, se preparaba la hormona GnRHa
(LHRHa, des-Gly10, [D-Alab]-Sigma®-Aldrich, St. Louis, MO, USA) a una dosis de 20 g por
kg1, tanto para las hembras como para los machos (Fernandez-Palacios et al., 2013), se

diluia con solucién salina (Suero Fisiolégico ®Vitula 0,9% Lab. Ernesto S.A., Barcelona,
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Espafia) y se ponia la solucidon en la jeringa con el numero correspondiente al pez; se

guardaban bolsas y jeringas en una nevera hasta al dia siguiente.

El dia de la induccidn, a primeras horas de la mafiana se bajaba el nivel de los tanques de
estabulacidn, y se trasferian los peces uno a uno al tanque de anestesia; circular de 500 |
con agua de mar y aceite de clavo, a una concentracion de 0,04 ml | 1. Los peces del
tratamiento con implantes se pinchaban intramuscularmente, con una pistola para
implantes “Ralgun®” (Syndel, International Co. Vancouver, Canada.) (Fig. 15)
desinfectando al final la herida con Betanine® (Meda Pharma SAU, Madrid, Espafia), los
peces del tratamiento con inyeccién se pinchaban con la jeringa correspondiente (Fig.

16).

Los peces una vez inducidos se devolvian a sutanque de origen, se reabria el circuitoy se

observaban hasta su total recuperacion.

Figura. 15. Induccién con implante.
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Figura. 16. Induccidn con jeringa.

3.4. Control de las puestas

Los huevos se clasificaron, segun los criterios definidos por Kjorsvik et al. (1990) en las

siguientes categorias:

Huevos vivos: huevos flotantes, con morfologia normal, transparente, perfectamente
esférica, y con blastémeros clarosy simétricos. Estas caracteristicas continlana lolargo

de todo el desarrollo hasta la eclosion.

Huevos muertos: huevos no flotantes, con vitelo opaco o con perforaciones en la
membrana que permite la penetracién del medio exterior haciendo que el vitelo se

condense y precipite.

Huevos no fecundados: huevos con forma esférica, consistencia blanda, de aspecto
general incoloro y traslicido. La gota de grasa se aprecia de forma difuminada. Con
arrugas en la superficie del corion que le dan un aspecto mate. Con un espacio

perivitelino bien aparente a nivel de polo animal.

35



Trascurridas 24 horas desde la induccion, los recolectores de huevos fueron
inspeccionados cada 10 minutos, hasta observar huevos en los mismos, para determinar
asi la hora de puesta y poder calcular el tiempo de latencia (intervalo de tiempo

trascurrido entre la induccién y la puesta).

Una vez recogida, la puesta se trasferia a un tanque de 500 |, circular, troncocodnico,
equipado con un incubador de huevos con malla de 500 um de luz, aireacion suave y
central, y baja tasa de renovacion (Fig. 17). Los huevos se incubaban 24 horas, para
facilitar asi la distincidon entre los huevos vivos y los muertos. El mismo dia de la puesta
se recogia una muestra para determinar el % de huevos fertilizados, esta se ponia en un
vaso de precipitado de 11, con aireacion constante y con una pipeta graduada se sacaban
5 ml de muestra y se contaba en una camara de Bogorov, con la ayuda de una lupa
binocular (Leica-S6E, Wetzlar, Alemania) distinguiéndose los huevos fertilizados y los no

fertilizados, esta operacidn se repetia cinco veces, una vez calculado el % de fertilizacion,

la muestra de 1 | se devolvia al incubador (Fernandez-Palacios et al., 2005).

Figura. 17. Tanque con incubador de malla de 500 um.
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El dia siguiente de la puesta, se cerraban la aireacion y el flujo de agua en los tanques de
incubacion, y se esperaba una hora a que los huevos se separasen; con un sifon se
aspiraba la fraccion no flotante y se ponia en un cubo de 10 litros con aireacién, lafraccion
flotante (Fig. 18) se ponia en otro cubo de 10 litros con aireacion. En los dos cubos se
contaban los huevos vivos, los muertos, sacando de cada cubo 5 ml de muestra,
poniéndola en cdmara de Bogorov y contando bajo la lupa binocular, también en esto

caso la operacion se repetia cinco veces. El nimero total de huevos de la puesta se

calculaba segun Fernandez-Palacios et al. (2005).

Figura 18. Huevos de la fraccién flotante a las 36 horas da la puesta.

Para determinar los porcentajes de eclosion y supervivencia larvaria, tres cantidades
conocidas de huevos, se incubaban en tres vasos de precipitado de cristal de 250 ml,
estos vasos se colocaban en bandejas, con recirculaciéon de agua de mar, de manera que
la temperatura de los vasos se mantenia a la misma temperatura que la del agua de mar

en las instalaciones (Fig. 19).
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Después de cincos dias de la siembra (3 dias post eclosién, 3 dpe), cuando el saco vitelino

de la larva se ha reabsorbido, se contaban las larvas vivas, las larvas muertasy los huevos

no eclosionados (Fernandez-Palacios et al., 2005).

Figura. 19. Vasos de precipitado con los huevos en bandejas, con recirculacién de agua de mar.

3.5. Parametros controlados

Eficacia de la induccioén (Fernandez-Palacios et al., 2009):

e N°de hembras inducidas que tuvieron puesta
e N°de puestas por induccion

e Periodo de latencia para cada puesta
Calidad de |la puesta (Fernandez-Palacios et al., 2005):

e Porcentaje de huevos fecundados
e Porcentaje de huevos vivos
e Porcentaje de eclosion

e Porcentaje de supervivencia (larvas de 3 dpe)
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Produccién por puesta (Fernandez-Palacios et al., 2005):

N° de huevos fecundados
N° de huevos vivos
N° de larvas eclosionadas

N° de larvas supervivientes (3 dpe)

Produccion por induccidn (Ferndndez-Palacios et al., 2011):

Producciéon por kg de hembra y por puesta (Fernandez-Palacios et al., 2005):

N° de huevos fecundados
N° de huevos vivos
N° de larvas eclosionadas

N° de larvas supervivientes (3 dpe)

N° de huevos fecundados
N° de huevos vivos
N° de larvas eclosionada

N° de larvas superviviente (3 dpe)

Produccién por kg de hembra y por induccidn (Fernandez-Palacios et al., 2011):

Eficacia econdmica de la induccion (Hakué-Btazowska et al., 2009)

N° de huevos fecundados
N° de huevos vivos
N° de larvas eclosionadas

N° de larvas supervivientes (3 dpe)

Coste por kg de hembra inducida

Coste de 1000 huevos por kg de hembray por puesta
Coste de 1000 larvas por kg de hembray por puesta
Coste de 1000 huevos por Kg de hembra y por induccién

Coste de 1000 larvas por Kg de hembra y por induccién

39



3.6. Analisis de datos

Los resultados se han expresado como media * desviacion estdndar. Todos los datos
recogidos, fueron estadisticamente tratados con el test de la t de Student’s p<0,05,
usando el programa de analisis estadistico SPSSv.22.0 (version 22.0 por Windows) (®IBM,

Chicago, IL, USA).

3.7. Nombres vulgares de las especies utilizados

Los nombres vulgares de las especies, utilizados en este trabajo fueron tomados del
“Diccionario multilinglie de especies marinas para el mundo hispano” (Vera, 1992). En
caso de no figurar, la especie, en dicho diccionario se utilizd la denominacion FAO en
espafiol de la base de datos “Fishbase” (Froese y Pauly, 2014) y en el caso de no existir el

nombre en espafiol, se utilizd la denominacion FAO en inglés de esa base de datos.
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4. Resultados

4.1. Parametros abioticos del agua durante el experimento

La Fig. 20, indica los valores de temperatura del agua durante el periodo experimental.

La temperatura mas baja se registré en el mes de mayo, con una temperatura media de

20,8340,32 C°, mientras que la mas alta fue en el mes de septiembre con un valor medio

de 23,84+0,18 C°.
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Figura. 20. Valores de la temperatura del agua, durante el periodo experimental.

Los valores de concentracion de oxigeno disuelto, representados en la Fig. 21, varian

entre 7,0520,15 ppm en el mes de septiembre, y 7,33+0,14 ppm en el mes de mayo.
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Figura. 21. Valores de oxigeno disuelto, a lo largo del periodo experimental.

4.2. Evolucion biométrica de los reproductores

Enla Tabla IV se indican las caracteristicas biométricas de los reproductores utilizados en
el experimento. Las Figs. 22, 23y 24 muestran la evolucion del peso, longitud total y furcal
de todo el stock capturado enel 2011, desde la llegada a las instalaciones del GIA hasta
el inicio del experimento. Las hembras han multiplicado su peso por casi 2,5, y los machos
por casi 3,8, pasando desde 3,44+1,32 Kg hasta 8,18+1,09 Kg las hembras, y desde
2,35+0,97 Kg hasta 8,86+1,69 Kg los machos.
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Tabla IV. Datos biométricos de los reproductores utilizados en el experimento

Hembras
Tratamiento i i
Pes((;)(Kg) Lorzfrl:]t;?é'(;tal LongltuoiLfIL:J)rcaI (cm) Biomasa kg/m’
Implante 8,74+1,29 87,50+3,90 77,734,950 5,31
Inyecion 7,78%0,97 84,25+4,44 73,8744,75 4,68
Control 8,04+1,03 85,5643,89 75,3644,05 5,06
Machos
Implante 8,98+2,08 87,8317,78 74,7614,90 5,31
Inyecion 7,85+1,77 83,66+7,78 73,2746,50 4,68
Control 8,75+1,23 85,6516,48 75,3615,54 5,06

*Diferencias en los superindices de la misma columna indican diferencias significativas (P<0,05).
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Figura. 22. Evolucion del peso del stock capturado en el 2011, desde la llegada a la instalacion
hastael inicio del experimento.

En el afio 2011, cuando los reproductores fueron capturados en la naturaleza, el peso
total de los 22 ejemplares fue de 63,6 Kg y la biomasa en el tanque de 10m3 donde se
estabularon fue de 6,36/m3.

En el 2012 el peso total de los ejemplares fue de 134,89 Kg y la biomasa en los dos
tanques donde se mantuvieron fue de 6,74 Kg/m?3.
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Figura. 23. Evolucién de la longitud total del stock capturado en el 2011, desde la llegadaa la
instalacién hasta el inicio del experimento.
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Figura. 24. Evolucion de la longitud furcal del stock capturado en el 2011, desde la llegadaa la
instalacion hasta el inicio del experimento.

4.2.1. Didmetro de los oocitos

Enla Tabla V, se indican las medidas del didmetro de los oocitos, de las hembras de los

tres tratamientos, antes del inicio del experimento. El andlisis estadistico de los datos,
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indica que no hay diferencias significativas en el didmetro de los oocitos de los tres

tratamientos.

Tabla V. Valores medios del didmetro de los oocitos de las hembras de cada tratamiento, antes
del inicio del experimento

Tratamiento N° hembras Oocitos (mm)
inducidas
Implante 3 0,679+0,087
Inyecion 3 0,666+0,065
Control 0 0,677+0,076

*Diferencias en los superindices de la misma columna indican diferencias significativas (P<0,05)

4.3. Eficacia de la induccién

No se obtuvieron puesta en el grupo control. En la Tabla VI, se representan los datos de
la eficacia de la induccién hormonal. En los dos tratamientos experimentales, todas las
hembras tuvieron puestas en todas las inducciones, el nimero de puestas fue de 19 en
el tratamiento conimplante y de 10 en el tratamiento con inyeccidn. El tiempo de latencia
medio en los dos casos es similar. No hubo diferencias estadisticamente significativas en

ningunos de los pardmetros considerados para la eficacia de la puesta.

Tabla VI. Eficacia de la induccion hormonal

Tratamiento N° hembras N°® % Hembras con N° N° Puestas por Periodo de
hormonal inducidas inducciones puesta Puestas induccién latencia
Implante de 3 9 100 19 2,11+ 2,26 41,12+ 2,08

GnRHa
Inyeccion de 3 9 100 10 1,11+ 0,33 42,37+ 1,34
GnRHa

*Diferencias en el superindices de la misma columna indican diferencias significativas (P<0,05).
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4.4. Efecto de los tratamientos sobre la calidad de la puesta

La Tabla VIl muestra los datos de los parametros de calidad de puesta. El porcentaje de

huevos fecundados fue alto en los dos casos, y entre los dos tratamientos no hubo

diferencias significativas en este parametro, sin embargo, el bajo porcentaje de huevos

viables en las inducciones con implantes (15,10), fue estadisticamente menor de que el

de tratamiento con inyeccién (42,01).

En cuanto a porcentaje de eclosién de los huevos y supervivencia de las larvas hasta la

reabsorciéon del saco vitelino (3 dpe), el tratamiento con inyeccién tuvo mejores

resultados en comparacion con los implantes. En estos dos pardmetros el analisis

estadistico también relevo diferencias significativas.

Tabla VII. Pardmetros de la calidad de la puesta

Tratamiento % huevos % Huevos % Eclosidn
hormonal fecundados viables

% Supervivencia
larvaria (3 dpe)

Implante de 96,99+4,29 15,10419,18 37,36%41,92°
GnRHa

Inyecion de 98,83+1,43 42,01+31,65°  73,33+39,47°
GnRHa

31,43+36,63°

81,56+29,56°

*Diferencias en el superindices de la misma columna indican diferencias significativas (P<0,05).

4.5. Efecto de los tratamientos en la produccion

4.5.1 Produccion por puesta

La Fig. 25 representa los valores, en los dos tratamientos, de las producciones por puesta

de: niumero de huevos, nimero de huevos fecundados, nimero de huevos viables,

numero de larvas nacidas y nimero de larvas con saco vitelino reabsorbido (3 dpe).
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En el tratamiento con implantes la produccion de huevos por puesta fue de 172.537 y de
estos 168.349 fueron fecundados, mientras que en el tratamiento con inyeccién la
produccion fue de 277.040 huevos por puesta, de los cuales 273.349 eran fecundados.
En estos dos pardmetros, (numero de huevos y nimero de huevos fecundados por

puesta) no hubo diferencias estadisticamente significativas.

En cuanto a numero de huevos viables, nimero de larvas nacidas y nimero de larvas con
saco vitelino reabsorbido (3 dpe) por puesta, la produccion fue significativamente
diferente entre los dos tratamientos, la mayor produccién se encontrd en las hembras
inducidas mediante inyeccion, con respectivamente 119.879 huevos viables por puesta,

110.149 larvas nacidas por puesta y 101.491 larvas con saco vitelino reabsorbido (3 dpe).
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Diferencias en el superindice de las barras, indican diferencias significativas (p<0,05).

Figura. 25. Produccién por puesta de cada tratamiento.

47



4.5.2. Produccién por induccion

Los datos de produccién por induccidn en los dos tratamientos se indican en la Fig. 26,
en ninguno de los pardmetros considerado en este experimento hubo diferencias
significativas. En cuanto a nimero de huevos viables, larvas nacidas y larvas con saco

vitelino reabsorbido (3 dpe), se encontraron valores mayores en el tratamiento con

inyeccion.
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Diferencias en el superindice de las barras, indican diferencias significativas (p<0,05).

Figura. 26. Produccién por induccidn de cada tratamiento.

4.5.3. Produccion por kg de hembra y por puesta
La Fig. 27 presenta los datos de la produccion por cada kg de hembra inducida y por

puesta. Los datos muestran, que en todos los pardmetros considerados, se obtuvo una

mayor produccién en las hembras inducidas mediante inyeccion.
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Sin embargo, el analisis estadistico muestra que no hubo diferencias significativas entre

los dos tratamientos.
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Diferencias en el superindice de las barras, indican diferencias significativas (p<0,05).

Figura. 27. Produccién por Kg de hembra y por puesta de cadatratamiento.

4.5.4. Produccion por kg de hembra y por induccion

Los datos de produccion por kg de hembra y por induccién sefialados en la Fig. 28,
muestran que la mayor cantidad en nimero de huevos y nimero de huevos fecundados
se obtuvo en el tratamiento con implante, pero, en cuanto a nimero de huevos viables,
numero de larvas nacidas, y numero de larvas con saco vitelino reabsorbido se obtuvo

una mayor produccién en las hembras inducidas con inyeccién.

El analisis estadistico evidencia, que no hay ninguna diferencia significativa en ninguno

de los parametros de produccidn analizados en este experimento.
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Figura. 28. Produccién por Kg de hembra y por induccién de cada tratamiento.

4.6. Eficacia econOmica de los tratamientos hormonales

En la Tabla VIII, se presentan los resultados de la eficacia econémica de lasinducciones
hormonales de los dos tratamientos. El coste de los implantes es de 0,062 €/ug, por lo
gue una dosis de 40 ug por kg de pez supone un coste de 2,48 € por cada kg de hembra
inducida; sin embargo, aunque el precio por ug de la hormona inyectada es muy similar
al anterior (0,063 €/ug), una dosis menor, de 20 g por kg de pez, supone un coste por

kg de hembra inducida de 1,26 €, siendo casi la mitad de |a del tratamiento con implantes.

Al ser la produccién de huevos viables por kg y por puesta, mayor en las hembras
inyectadas, los costes de 1000 huevos por kg de hembra y por puesta son menores en
este tratamiento, de hecho con un coste de 0,101+0,110 € este tratamiento es mas
econdmico que el tratamiento con implantes, en el que el coste de 1000 huevos por kg 'y

por puesta es de 0,443%0,205 €. El analisis estadistico muestra que hay diferencias
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significativas en los costes de 1000 huevos por kg de hembra y por puesta entre los dos

tratamientos.

En cuanto a coste de 1000 larvas por kg de hembra y por puesta, coste de 1000 huevos
por kg de hembra y por induccion, y coste de 1000 larvas por kg de hembra y por
induccion, el andlisis estadistico no evidencia ninguna diferencia significativa, sin

embargo los costes son siempre mas altos en el tratamiento con implante.

Tabla VIII. Eficacia econdmica de la induccién en los dos tratamientos

Coste 1000 Coste 1000
Tratamiento Dosis por  Precio por unidad Coste Coste 1000 Coste 1000 huevos/Kg @y  larvas/Kg 9y
por kg @  huevos/Q y por larvas/?Q y por . o . -
Kg Q de hormona (£€) por induccion por induccion
€) puesta (€) puesta (€) © ©
40 pg 0,062 €/ug 2,48 € 0,443+0,205° 0,536+0,226 0,210+0,129 0,254+0,146
20 pg 0,063 €/ug 1,26 € 0,101+0,110° 0,111+0,118 0,091+0,078 0,100+0,085

*Diferencias en el superindices de lamisma columnaindican diferencias significativas (P <0,05)
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5. Discusion

Los resultados obtenidos, muestran que el pez de limoén presenta una muy buena
aclimatacion a las condiciones de cultivo, que resulté en una supervivencia del 100% tras
tres afios de confinamiento. El peso medio inicial de 3,37+1,21 kg para hembras vy
2,61+0,86 kg para machos, se incrementd hasta los 8,1941,13 y 8,41+1,83 kg,
respectivamente, en el momento del inicio del presente estudio. Los ejemplares salvajes
utilizados para la reproduccién, se aclimatan bien a las condiciones de cautividad, e
inician el desarrollo gonadal, y aunque Lee y Ostrowski (2001), indican la obtencion de
puestas sininducir en EEUU, Kawabe etal. (1996, 1998) en Japdn, y Jerez et al. (2006) en
Espafia, en general la vitelogénesis final y la maduracion final del oocito se inhiben en
cautividad, apareciendo atresia folicular generalizada en la época natural de puesta
(Micale etal., 1999). Este fracaso para completar la maduracion del oocito, y la dificultad
de obtener puestas en cautividad, ha sido sefialado por diversos investigadores del area
Mediterranea (Lazzari y Barbera, 1989a,b; Manganaro et al., 1993; Lazzari et al., 2000;
Pastor et al., 2000; Mazzola et al., 2000). Marino, et al. (1995), Diaz et al. (1997) y Micale
et al. (1999), sugieren una insuficiente estimulacion de gonadotropina en cautividad,
debido al estrés producido por el confinamiento. Esta disfuncién no permite la puesta de
forma natural en esta especie, y hoy en dia la Unica solucién encontrada esla de inducir
hormonalmente la puesta. Asi Lazzari et al. (2000), obtuvieron puestas viables de esta
especie tras la aplicacion de sucesivas inyecciones de un andlogo de LH-RH, pero el estrés
inducido en los peces debido al excesivo manejo para el tratamiento hormonal fue
elevado. La colocacién de implantes de liberacidn lenta de GnRHa, resulté una practica
mas efectiva en esta especie, a la vez que disminuyd ostensiblemente la necesidad de
manejo, asi, tras la colocacidon de implantes hormonales, Mylonas et al. (2004) describen

la obtencion de puestas viables.

Después del descubrimiento en los primeros afios ‘70, de que la hormona hipotalamica
de mamiferos estaba controlada por la hormona LH (LH-RH o mammalian GnRH), los
investigadores marinos comenzaron a usar esta hormona para la induccién a la puestaen
peces (Zohar y Mylonas, 2001). Actualmente, las técnicas mas modernas de induccion a

la puesta en peces, se basan en el uso de hormonas liberadoras de gonadotropinas y sus
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andlogos (Valdebenito, 2008). Estas hormonas han sido utilizadas en muchas especies,
tanto en especies ya producidas a nivel industrial, como en especies emergentes:
lenguado senegalés (Agulleiro et al., 2006; Guzman et al., 2009, 2011), corvina (Cardenas
et al., 2009), mero moreno, Epinephelus marginatus (Marino et al., 2003; Conceicdo et
al., 2008; Refiones et al., 2010), bocinegro (Blke et al., 2005; Aristizabal et al., 2009;
Mylonas et al., 2011), atun rojo (Mylonas et al., 2007; Corriero et al., 2009), dentdn
(Mylonas et al., 2011), pez de limoén (Mylonas et al., 2004; Fernandez-Palacios et al.,

2013) o medregal negro (Fernandez-Palacios et al., in press).

En S. dumerili, los mejores resultados se han obtenido utilizando GnRHa, induciendo los
reproductores, tanto por medio de inyeccidn, con una dosis de 20 pug Kg! (Fernandez-
Palacios et al., 2013), como por medio de implante, con una dosis de 40 ug Kg* (Mylonas
et al., 2004). En este estudio se compararon los dos métodos de aplicacion de la hormona

(inyeccion e implante), utilizando las dosis indicadas anteriormente.

Un factor de importancia a considerar en cualquier tipo de alternativa elegida para la
reproduccion, es el comportamiento que S. dumerili tiene durante el cortejo nupcial
previo al desove, esta especie se relne en cardimenes mas o menos amplios donde
predomina el niumero de machos (De La Gandara, 2004). Evidentemente, la posibilidad
de desarrollar el cortejo nupcial de una forma mds eficaz aumenta conforme las
dimensiones del tanque de cultivo son mayores. En este sentido, Jerez et al. (2006)
describen la reproduccion natural de S. dumerili en tanques de 500 m3. De la mismaforma
se han obtenido puestas inducidas utilizando tanques de gran capacidad: Mylonas et al.
(2004) en tanques de 30-40 m3, Garcia et al. (2001) de 40 m3, Hamasaki et al. (2009) de
60 m3, Lazzari et al. (2000) y Kozul et al. (2001) de 70 m3. También se han utilizado
tanques de gran capacidad con otras especies del genero Seriola: con S. lalandi, 70 m?3
(Moran, 2007), 140 m?3 (Stuart y Drawbridge, 2012) y 160 m?3 (Sylvia et al., 2006). Con S.
quinqueradiata, tanques de 90 m3 (Matsunari et al., 2006) y de 110 m3 (Mushiake, 1996).
En S. rivoliana tanques de 18 m3 (Blacio, 2004) y de 25 m?3 (Laidley et al., 2004). Ennuestro
estudio, las puestas inducidas se obtuvieron de reproductores estabulados en un tanque
de 10 m3, lo que indica la posibilidad de utilizar tanques de menor volumen para la
induccidn y puesta del pez de limédn, con el consiguiente ahorro de espacio, y con un

manejo mas sencillo de los reproductores a la hora de realizar muestreos e inducciones.
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Marino et al. (1995), indican que, en el pez de limdn, la diferenciacién sexual comienza a
expresarse con claridad a partir de los 24-25,5 cm de longitud, en el cuarto-quinto mes
de vida, y que en ejemplares salvajes la madurez sexual no empieza antes de los cuatro-
cinco aflos de vida. Micale et al. (1999), describen ovarios desarrollados en mayo para
hembras de 80 cm, que tenian cinco afios de edad, mientras que Marino et al. (1995)
encontraron niveles similares de desarrollo ovarico en hembras salvajes de 81,5 cm de
longitud, pero con edades de tres y cuatro afios. Estos resultados apuntan a que la talla
del pez es un factor mas importante que la edad, en la maduracion gonadal de esta
especie. Por otra parte Micaele et al. (1993), observaron una completa diferenciacién
sexual, al final del segundo afio de vida, en peces cultivados. En nuestro caso, pensamos
que los ejemplares estaban en el segundo afio de vida en el momento de su captura, vy

gue por lo tanto tenian cinco afios al comienzo del experimento.

En el Mediterraneo, Marino et al. (1995) sefialan que el 50% de los ejemplares del pez de
limon, alcanzan la madurez sexual con 109 cm las hembras, y con 113 cm los machos, y
que el 100% de la madurez se alcanza con al menos 128 cm de longitud total (LT), Micale
et al. (1999) indican una LT de 80+3.5cm. En las islas Hawai, Kikkawa y Everson (1984),
indican una longitud furcal (LF) de 72 cm, y en las costas de Florida se sefiala una LF de
85-90 cm para alcanzar la madurez sexual (Murie y Parkyn, 2010; SEDAR, 2011). En las
Islas Canarias, con individuos mantenidos en cautividad, se observaron ejemplares
maduros de S. dumerili con 75 cm de LT (Roo et al., 2009). En nuestro estudio las LT de
los reproductores fue de 85,64+4,23 cm para las hembras, y de 85,75+6,54 cm para los
machos y la LF fue de 75,35+4,76 y de 75,58%5,65 cm para hembras y machos,

respectivamente.

La época de puesta en el medio natural tiene lugar con el aumento primaveral de la
temperatura, aunque varia en funcién del area geografica (Lazzariy Barbera, 1988).Enel
Mediterraneo, tiene lugar entre mayoy julio (Lazzariy Barbera, 1988; Grau et al., 1992).
Mandich et al. (2004), describen las primeras ovulaciones de S. dumerili en el mes de
mayo, presentando ademads informacién relativa a la existencia de un pico de
vitelogenina, simultdneamente al de otros esteroides sexuales, en el mes de junio,
pasando a no detectarse en agosto, cuando el desove habia terminado. Los machos

presentan un maximo de testosterona en plasma coincidiendo con la espermatogénesis,
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mientras que la 11-keto-testosterona, esla hormona que mas incrementa su nivel entre
los meses de mayo vy junio, cuando los machos producian semen activamente. Las
hembras presentan un ovario en el que maduran multiples grupos de oocitos de
naturaleza sincronica (Marino et al., 1995; Micale et al., 1999; Mylonas et al., 2004). Dada
la amplia distribucion geografica de esta especie, tanto el periodo natural de puestacomo
su duracidn, varia segun la localidad, estando asociado este periodo fundamentalmente

al incremento en la temperatura del agua producido en primavera (Grau et al., 1992).

La temperatura del agua, a lo largo del periodo reproductivo, es un factor de gran
relevancia en el proceso de la reproduccion de los peces, y tiene efectos sobre Ia

maduracion final del oocito (FOM), la ovulacion y la puesta (Bromage et al., 2000).

La practica totalidad de los eventos reproductores, y muy particularmente la maduracion,
ovulacion o la liberacion de los gametos, requieren de temperaturas optimas de
ejecucion para asi lograr el éxito reproductor. En caso contrario, la temperatura actla
como un factor limitante del mismo. Ademds, los valores térmicos que bloquean
determinados procesos reproductivos son especificos de cada especie y es necesario
caracterizarlos cada vez que se estudia una nueva especie. Carrillo et al. (1993) sefialan
en reproductores de |ubina europea, inducidos mediante manipulacion del fotoperiodo
la no obtencidn de puestas con temperaturas por encima de 16 C°. En la trucha alpina
(Salvelinus alpinus), temperaturas entre 12 C°y 16 C° retrasan la maduracion de los
oocitos (Jobling et al., 1995), y en el halibut (Hippoglossus hippoglossus), temperaturas
por debajo de 6 C° reducen la produccion de huevos y la supervivencia de las larvas

(Brown et al., 1995).

El periodo natural de puesta de esta especie en Hawai abarca de febrero a junio, con un
pico en marzo-abril (Kikkawa y Everson, 1984), en el sur de Florida de marzo a junio, con
un pico en abril-mayo (Burch, 1979), de febrero a abril en el Golfo de Méjico (Wells y
Rooker, 2004; Thompson et al., 1998), en Carolina del Norte durante los meses de verano
(Hildebrand y Cable, 1930). Thompson y Munro, (1974), encuentran hembras maduras
en el Caribe a finales del mes de Noviembre, y Erdman (1977) las encuentra durantetodo
el aflo. En este mismo sentido, Leak (1981), encuentra hembras maduras en todas las

estaciones del aflo en los cayos de Florida. Micale et al. (1993), comparando el tamafio
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entre peces salvajes y cultivados con edad conocida, indican que la madurez sexual

parece ocurrir al mismo tiempo en el medio natural que en cautividad.

En algunas especies de género Seriola, la temperatura es clave en la obtencién de
puestas espontaneas en cautividad, y esta varia en segln la especie, Benetti (2008),
sefiala que la temperatura es la llave para la puesta natural, y difiere con las especies,
sefialando una temperatura de 17 C° en S. lalandi y de 269C para S. rivoliana, de hecho
los reproductores de esta especie dejan de poner cuando la temperatura sube de 272C o
baja de 252C, y retornan a poner cuando la temperatura vuelve a los 262C (Benetti, 1997).
Sin embargo Kawabe et al. (1997), obtienen puestas naturales, de esta especie, con
temperaturas entre 21.4 y 28.12C, y estiman que la temperatura optima para la puesta
del medregal negroes de 24,1- 279C. Jerez et al. (2006) obtuvieron puestas espontaneas
de S. dumerili enlas Islas Canarias (Espafia), con temperaturas desde 19,7 hasta 24,5 C°,
a lolargo del ciclo reproductivo. En este estudio, los reproductores de S. dumerili fueron
mantenidos bajo condiciones naturales (temperatura y fotoperiodo), siendo Canarias un
lugar de distribucion de esta especie. Los valores de temperaturas registrados a lo largo
de nuestro experimento, oscilaron entre 20,83+032 C° en mayo y 23,84+0,18 C° en
septiembre. La mayor amplitud del periodo de puesta registrado en Canarias, en
comparacion con los obtenidos en otras regiones, parece estar relacionada con este
prolongado periodo con temperaturas del agua entre 19 °Cy 24 °C, intervalo en el que

se produce la puesta natural, en cautividad de esta especie.

El tamafio de los oocitos es una condicion muy importante, para que la induccion
hormonal tenga éxito, y se produzcan huevos viables. El tamafio minimo para la induccién
es caracteristico para cada especie, y varia de una a otra. En algunos casos inducciones
hormonales tempranas, en la que el oocito no ha alcanzado el tamafio adecuado, pueden
producir huevos de baja calidad y elevada mortalidad larvaria, como en el caso del salmon
Atlantico, donde se observd una elevada proporcién de huevos anormales y una

mortalidad del 100%, 24h después de la fertilizacion (Crim y Geble, 1984).

El didmetro minimo de los oocitos, para que las inducciones hormonales tenga éxito, ha
sido estudiado en varias especies: en la lubina europea el tamafio minimo sefialado es

superior a 600 um (Alvarifio et al., 1992; Asturiano, 1999; Moretti et al., 1999; Prat et al.,
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2001); en la dorada 500 um (Moretti et al., 1999); en rodaballo, Mugnier et al. (2000)
sefialan un didmetro mayor de 600 um, como el minimo para la obtencion de puestas
viables; enla corvina debe de ser mayor de 500 um, tanto en reproductores capturados
en la naturaleza (Duncan et al., 2007), como en reproductores nacidos en cautividad

(Fernandez-Palacios et al., 2009).

En cuanto a la especie objeto de este estudio, Mylonas et al. (2004) indican un tamafio
de 650 um para que la induccion mediante implantes tenga éxito. Si la induccién se
realiza mediante inyeccidn, se sefialan tamafios del oocito de 550-600 um (Kozul et al.,
2001), o mayor de 600 um (De la Gandara et al., 2004). El didmetro de los oocitos de los
reproductores de este experimento, fue suficiente para inducir hormonalmente la
puesta, como ha ocurrido con ejemplares de esta misma especie (Garcia et al., 2001), y
de otras especies de esta misma familia como el jurel dentén, Pseudocaranx dentex (Roo
etal., 2011) o el medregal negro (Roo et al., 2012; Fernandez-Palacios, et al., in press).
En S. quinqueradiata, el tamafio del oocito aparece como un factor importante a la hora
de realizar las inducciones, Chuda et al. (2005) encuentran que hembras con oocitos
superiores a 700 um ponen el doble de huevos que hembras con oocitos entre 650y 700
um, y que el porcentaje de eclosion aumenta con el tamafio del oocito en el momento

de la induccién, aunque el tamafio de este no influye sobre el porcentaje de fertilizacion.

Las canulaciones realizadas periédicamente al stock de reproductores, mostraron,
hembras con oocitos superiores a 500 um y machos fluyentes a finales del mes de mayo
del 2013, comenzando las inducciones a principios del mes de junio. Las inducciones se
realizaron semanalmente, en funcion de lo sefialado por Jerez et al. (2006): puestas
naturales, en cautividad, del pez de limon presentaron una periodicidad de siete dias en
los primeros meses de la época de puesta. Marino et al. (1995) en base a un analisis
histolégico, postularon que el intervalo de tiempo entre puestas, en esta especie, es

superior al de otras especies acuicolas.

En el presente estudio se han obtenido puestas en todas las hembras inducidas, por el
contrario no se obtuvo ninguna puesta en el tanque de control no inducido. Esto puede
indicar, que en las condiciones experimentales como las usadas en este estudio, las

inducciones hormonales son la Unica forma para la obtencion de puestas. Jerez et al.
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(2006), obtienen puestas naturales después de mantener seis afios los reproductores en

cautividad, en tanques tipo race-way, de 500 m3 de capacidad.

En este estudio el periodo de latencia medio fue de 41,12 + 2,08 h, en los reproductores
tratados con implante, y de 42,37+ 1,34 h, en los tratados con inyeccion. El analisis
estadistico muestra que no hay diferencias significativas en el periodo de latencia entre
los dos tratamientos. Fernandez-Palacios et al. (2013), indican que el periodo de latencia
oscilé entre las 40y las 46 horas, con una media de aproximadamente 43 horasy media,
en puestas de reproductores de esta misma especie, inyectados con GnRHa. Garcia et
al. (2001) sefialan un periodo de latencia de 30 horas inyectando reproductores de esta
misma especie con 50 ug.kg® de LHRHa, Mylonas et al. (2004) indican un periodo de
latencia de 36 horas en una hembra de 12.5 kg, implantada con 500 pg de GnRHa, lo que
implica una dosis de 40 pg.kg™. Estos diferentes periodos de latencia podrian ser debidos
a las diferentes dosis empleadas. En este sentido Fernandez-Palacios et al. (2011),
encuentran una correlacion negativa altamente significativa (P< 0,01) entre la dosis
empleada y el periodo de latencia en corvina. Por otra parte Kozul et al. (2001) sefialan
periodos de latencia de 46-66 horas utilizando HCG. Para S. quinqueradiata Chuda et al.
(2001), sefialan un periodo de latencia de entre 36 y 54 horas, la induccion se realizod
mediante inyeccion de HCG (500Ul/kg). Rooetal.(2012), indican un periodo de latencia

de 32 horas en S. rivoliana.

Totsui etal. (1979) y Tachihara et al. (1993), sefialan periodos de latencia de 36-52 horas,
dependiendo de la temperatura. La similitud entre los valores del presente estudio y los
sefialados por Fernandez-Palacios et al. (2013), muestran como en similares condiciones
de temperaturas los periodos de latencia son similares, Fernandez-Palacios et al. (in
press), encontraron una correlacion negativa, altamente significativa, entre Ia

temperatura y el periodo de latencia, en puestas de S. rivoliana.

El numero de puestas por induccidn, es una variable usada en la evaluacion de la eficacia
de la induccion (Fernandez-Palacios et al., 2009,2013). Lazzari et al. (2000) sefialan que
el tratamiento hormonal mediante implante o inyeccion generalmente, no inducen mas
gue una Unica puesta en esta especie, posiblemente debido al excesivo estrés provocado

por las inducciones. En el presente estudio, se obtuvieron 2,11+2,26 puestas por
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induccion (19 puestas en 9 inducciones), en el tratamiento conimplante, y 1,11+0.33 en
el tratamiento con inyeccion (10 puestas por 9 inducciones). Fernandez-Palacios et al.
(2013), obtuvieron 22 puestas con 15 inyecciones de GnRHa a lo largo de 123 dias, una
media de 1,46 puestas por induccién, inyectando los reproductores de esta especie cada
10 dias. Enel caso de losimplantes |la liberacion de la hormona es mas lenta y esto puede
aumentar el nimero de puestas por induccidon, como consecuencia de la menor
manipulacion de los reproductores y el menor estrés generado, aungue como han
descrito Carolsfeld et al. (1988), el tiempo de liberacion de la hormona GnRHa de cada

implante es muy variable.

Es posible que el nimero de puestas por induccién, pueda variar en funciéon del intervalo
entre inducciones sucesivas, Mylonas et al. (2004) obtuvieron una puesta en la primera
induccion con implante de GnRHa, en el pez de limdn, y tres puestas en la segunda
induccién con el mismo tratamiento 15 dias después, a la 36 horas y el 4°y 5° dia después
de la induccién. El nimero de puestas por induccién parece depender de la especie y del
método utilizado. Enla lubina europea, una inyeccion de GnRHa induce una sola puesta
(Alvarifio et al., 1992), mientras que el uso de sistemas a liberacion lenta induce puestas
multiples en el 60 % de las hembras (Forniés et al., 2001); en la dorada, una sola inyeccién
de GnRHa produce puestas multiples en el 20% de las hembras, y la utilizacién de
sistemas de liberacién lenta induce puestas multiples en el 80% de las hembras (Zohar et
al., 1995b); en el lenguado del Canada (Paralichthys dentatus), un solo implante de
GnRHa induce ocho puestas, mientras que el control sin tratamiento no tiene puesta

(Berlinsky et al., 1997).

Para la evaluacion de la calidad de la puesta, se determinaron los porcentajes de
fecundacion, de huevos viables, de eclosidn, y de supervivencia de las larvas hasta la
reabsorcion del saco vitelino (3 dias después de la eclosion, 3dpe), usando el protocolo

descrito por Fernandez-Palacios et al. (2005)

En este experimento se encontraron altas tasas de fertilizacion, tanto en el tratamiento
con implante, donde se obtuvo un 96,99 %, como en el tratamiento con inyeccién donde
el porcentaje de huevos fertilizados fue del 98,83, el analisis estadistico mostré que no

hay diferencias significativas entre los dos tratamientos. Estos datos estan de acuerdo
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con lo indicado por Fernandez-Palacios et al. (2013), que obtiene una tasa de
fertilizacion del 92,28 en reproductores de S. dumerili inducidos con GnRHa, vy
mantenidos en condiciones similares a las de este estudio. Tanto los peces utilizados en
este estudio como lo utilizados por Fernandez-Palacios et al. (2013) fueron alimentados
con alimento fresco y pienso de alta calidad, especifico para reproductores. La
alimentacion, en reproductores de peces, puede influenciar tanto la calidad de los huevos
como la produccion de estos, deficiencias nutricionales pueden afectar el sistema
cerebro-pituitaria-génadas, o afectar la produccién, y la disponibilidad de alguin
componente bioquimico, necesario para la formacién de los huevos (lzquierdo et
al.,2001). La obtencidn de estas altas tasas de fertilizacidn, puede ser debida, también, a
otros factores como: una buena seleccion de los reproductores, utilizando solo hembras
con oocitos mayor de 500 um y machos con esperma fluyente y una escrupulosa atencién

en los manejos de los peces, que limita los factores estresantes.

Varios autores, han encontrado bajas tasas de fertilizacién, en puestas en cautividad de
S. dumerili, tanto naturales como inducidas. Mylonas et al. (2004) indicaron una tasa de
fertilizacion del 22 %, en reproductores salvajes inducidos con implantes de GnRHa,
resultados similares (16-50 %) fueron obtenidos en inducciones con HGC (Kozul et al.,
2001). Una tasa de fertilizacion del 61,75 % fue descrita en puestas espontaneas (Jerez
et al., 2006). En otras especies del genero Seriola los resultados son similares a los
descritos anteriormente, Muncaster et al. (2012) reportan una tasa del 74% de
fertilizacién, en reproductores inducidos con implantes de GnRHa en S. lalandi, y en S.
quinqueradiata, Mushiake (1996), obtuvo tasas de fertilizacion entre 49,1y 54,9 %, en

reproductores inducidos con HGC.

El porcentaje de flotabilidad, de los huevos peldgicos es utilizado normalmente como un
indice de la calidad de la puesta (Kjgrsvik et al., 1990). No obstante este indice no es
utilizable en todas las especies (Kjgrsvik et al., 1990; Brooks et al., 1997; Barbaro et al.,
1999; Bobe y Labbé, 2010). Ademas, la estimacion de la calidad de la puesta mediante
este criterio es complicada, porque los huevos con viabilidad reducida siguen siendo
flotantes, o en todo caso se hunden muy lentamente (Barbaro et al., 1999). En nuestro
estudio hemos utilizado como uno de los indicadores de la calidad de la puesta el

porcentaje de huevos viables, definidos como huevos con morfologia normal,
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transparentes, perfectamente esféricos, y con blastémeros claros y simétricos (Kjgrsvik
etal., 1990), este porcentaje es utilizado como unindicador de la calidad de la puesta por
numerosos autores (Bromage etal., 1994; Fernandez-Palacios et al., 1995; Shields et al.,
1997). En el tratamiento con implante, el porcentaje de huevos viables fue bajo (15,10),
en comparacion con lo obtenido con el tratamiento de inyeccidon (42,01). Fernandez-
Palacios et al. (2013) indican un 55,46+26,91%, Kawabe et al. (1996), sefialan un
porcentaje de huevos flotantes del 65,8-76% y del 89%, dependiendo del origen de los
reproductores, salvajes o nacidos en cautividad, en puestas naturales de esta especie.
Para otras especies del género se han sefialado porcentajes del 60+37-81+17% (Stuarty
Drawbridge, 2012), 18-100% con una media del 43% (Sylvia et al., 2006) y del 74+17%
(Moran, 2007) en S. lalandi. En S. rivoliana el porcentaje medio de huevos viables fue de
77,1972 (Fernandez-Palacios et al., in press), similar al obtenido para esta misma
especie por Roo et al. (2012), que fue del 72,6+17,2 para puestas inducidas, y muy
superior al obtenido por Kawabe et al. (1997) que fue del 46.68-48,48%, y por Laidley et
al. (2004), que fue de aproximadamente el 30%, para puestas no inducidas utilizando,

estos autores, como criterio de viabilidad el porcentaje de huevos flotantes.

La supervivencia embrionaria, hasta una etapa especifica del desarrollo, es uno de los
métodos mas comunes para caracterizar la capacidad del huevo fertilizado, de
desarrollarse con éxito. La supervivencia se puede determinar asi, en momentos
especificos tales como la eclosion, o la reabsorcién del saco vitelino (Bonnet et al.,
2007). Adema3s, el porcentaje de larvas con el saco vitelino reabsorbido, es un indicador
de la calidad de las reservas endégenas contenidas en el saco vitelino, y del potencial

intrinseco de supervivencia de la larva (Giménez et al., 2006).

En nuestro experimento, obtuvimos una media del 37,36% de eclosidn, en las puestas de
los reproductores tratados con implante, y del 73,33% en los tratados con inyeccién. En
cuanto al porcentaje de supervivencia de las larvas hasta la reabsorcion del saco vitelino
(3 dpe), fue del 31,43 conimplante y del 81,56 con inyeccion. Estos datos, los obtenidos
mediante inyeccidn, son similares a los indicados por Fernandez-Palacios et al. (2013),
inyectando reproductores de esta misma especie con la misma hormona y dosis,

80,32+20,45 y 68,39+14,77%, respectivamente.
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El porcentaje de eclosion en esos dos experimentos, fue muy superior al sefialado en
puestas no inducidas de S. dumerili por Jerez et al. (2006) que fue del 16,49. Estos autores
relacionan este bajo indice con la alimentacién de los reproductores, que ese caso,
fueron alimentados a saciedad 5 dias a la semana, con peces de bajo valor comercial
principalmente caballa. En el Mediterraneo, el principal alimento de juvenilesy adultos
de S. dumerili consiste en: jurel (Trachurus trachurus), boqueron (Engraulis
encrasicholus), sardina (Sardina pilchardus) y merluza (Merluccius merluccius),
acompafiados frecuentemente de cefaldpodos, calamar europeo (Loligo vulgaris) y de
sepias (Sepiola sp.) y ocasionalmente de crustaceos, galera (Squilla mantis) (Lazzari y
Barbera, 1988, 1989b; Matallanas et al., 1995). En nuestro caso la alimentacion consistid
en caballa, una vez a la semana, y un pienso basado en harina de calamar Vitalis Cal

(Skretting) dos veces a la semana.

Varios estudios han puesto de manifiesto el efecto beneficioso, en la calidad de la puesta
de la alimentacién de los reproductores con sepia, calamar o las harinas preparadas de
estos cefaldpodos (Watanabe et al., 1984a,b; Mourente et al., 1989; Zohar et al., 1995a;

Fernandez-Palacios et al., 1997; Vassallo-Agius et al., 2001).

En el estudio realizado por Fernandez-Palacios et al. (1997) se vio una mejora en la
calidad, en términos de nimero de puestas, porcentaje de huevos fecundados, de huevos
viables y de eclosién, cuando los reproductores de dorada fueron alimentados con una
dieta basada enla harina de calamar Vitalis Cal (Skretting), comparada con los resultados
obtenidos con otra dieta basada en harina de pescado Vitalis Repro (Skretting),

complementada con mejillon y choco frescos.

En otras especies del mismo género Fernandez-Palacios et al. (in press) indican un
96.20+5.62 yun 82.49+11.86, en los porcentajes de eclosién y larvas con el saco vitelino
reabsorbido respectivamente en puestas inducidas de S. rivoliana. Roo et al. (2012), con
la misma especie obtiene un 79,03+11,37% de eclosion y un 52,39%419,14% de
supervivencia larvaria. Kawabe et al. (1997), sefialan un porcentaje de eclosion del 66,06-
72,53 con medregal negro. En puestas inducidas de S. quinqueradiata fue del 18,20-
25,60% (Mushiake, 1996), o del 36-43,1%, dependiendo del alimento suministrado a los

reproductores, pescado de desecho o pienso hiumedo, respectivamente (Mushiake et al.,
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1995). En S. lalandi, fue del 77-100% (Tachihara et al., 1997) o del 80-90% (Sylvia etal.,
2006).

En cuanto al porcentaje de larvas de 3dp, Hamasaki et al. (2009), sefialan entre el 47,1y
el 78,00, en el pez de limoén. En S. lalandi, Stuart y Drawbridge (2012), indican una
supervivencia a dia 3 del 63+22-64+18%.

En todos los indices de calidad, los mejores resultados se encontraron en el tratamiento
coninyeccién, una de las posibles causas de |la baja calidad de la puesta en el tratamiento
con implante, puede ser el estrés causado por la induccidn con la pistola para implantes,
la herida provocada, por esta herramienta, es mas traumatica que la provocada por la
inyeccion, ademas de una posible no sincronizacion entre las inducciones conimplante,

y el natural desarrollo de los oocitos, puede ser que afecte la calidad de los huevos.

Los datos de produccidn siguen el mismo patron de la calidad de la puesta, las mayores

producciones se obtienen en el tratamiento con inyeccién.

En la produccion por puesta, no hay diferencias estadisticamente significativas en el
numero total de huevos y en el nimero de huevos fecundados, sin embargo, la
produccion total de huevos en el tratamiento con inyeccién (277.040 huevos/puesta),
fue de un 38% mayor que con el implante (172.537 huevos/puesta), y el nimero de
huevos fecundados fue un 38,5% mds en el tratamiento con inyeccidn (273.349 huevos
fecundados/puesta) que en el tratamiento con implante (168.349 huevos
fecundados/puesta). En cuanto a nimero de huevos viables, nimero de larvas nacidas, y
numero de larvas con saco vitelino reabsorbido (3 dpe), el analisis estadistico muestran

diferencias significativas a favor del tratamiento con inyeccién.

En la produccidon por induccidn, no hay diferencias significativas en ningunas de las
variables consideradas, sin embargo en todas, el tratamiento con inyeccion obtuvo

mejores resultados .

En las producciones relativas, tanto por kg de hembra y por puesta, como por kg de
hembra e induccién, los andlisis estadisticos no relevaron diferencias significativas en
ningunas de las variables. En el tratamiento con implante se obtuvo un nimero mayor de

huevos por kg de hembra y por induccion, esto es debido al mayor nimero de puestas
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por induccién obtenido con este tratamiento. Fernandez-Palacios et al. (2013) indican
entre 4.500-41.500 huevos kg hembra/induccion, con inyecciones de GnRHa, Garcia et
al. (2001), obtienen entre 2.000 y 25.000 huevos kg/hembra/induccion con inyecciones
de LHRHa y HGC, y Mylonas et al. (2004), obtuvieron entre 3.000 y 51.000 huevos por Kg
hembra/induccion con implante de GnRHa, en la misma especie. En este estudio se
obtuvieron entre 7.000y 150.000 huevos por kg de hembra/induccién, en el tratamiento
con implante, y entre 6.000 y 65.000 huevos por kg de hembra/induccion en el
tratamiento con inyeccién, a pesar del mayor nimero de huevos por kg de
hembra/induccién, obtenidos con el tratamiento con implante, el nimero de: huevos
viables, larvas nacidas, larvas 3 dpe, por kg de hembra/induccién fue mas bajo en este
tratamiento en comparacién con el tratamiento con inyeccion, debido a la mas baja

calidad de las puestas obtenidas con implante.

Los costes de las hormonas vy la eficacia de estas, juegan un papel importante en los
gastos de produccién de una empresa (Valdebenito, 2008). En una produccién industrial
de alevines, hay que tener en cuenta varios factores econdémicos, entre los que estan los
costes de las inducciones hormonales. Algunos autores han sefialado que no solo es el
coste de la hormona lo econdmicamente importante, sino también la eficacia de esta en

la produccion y la calidad de las puesta obtenidas (Adebayo y Popoola, 2008; Olumuiji y
Mustapha, 2012).

En esto estudio fueron evaluados los costes de, 1000 huevos/kg de hembra inducida/
puesta, de 1000 larvas/kg de hembra inducida/ puesta, de 1000 huevos por kg de hembra
inducida/induccién y de 1000 larvas/Kg de hembra inducida/induccién (Hakud-

Btazowskaet al., 2009).

A pesar de un coste por pg de hormona similar en los dos tratamientos, (0,062 €/ug para
los implantesy 0,063 €/ug para las inyeccion), los resultados de este estudio, evidencian
una clara ventaja econdmica en las inducciones con inyeccién. El coste por kg de hembra
inducida fue casi el doble en el tratamiento con implantes (2,48 € implantes y 1,26 €
inyeccion), esto es debido evidentemente a |la dosis utilizada, necesaria para la obtencién

de puestas (20 pug/Kg? inyeccion y 40 pug/Kgt implante).
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Los datos econdmicos, fueron claramente influenciados no solo por las dosis de la
hormona utilizada, sino también por |la calidad de las puestas obtenidas mediante ambos
métodos de aplicacién. Los mejores indices de calidad de las puestas en el tratamiento
con inyeccion, implican que el coste de 1000 huevos/kg de hembra/puesta fue mas de
cuatro veces inferior con este tratamiento (0,101+0,11 € con inyeccién y 0,443+0,205 €
con implante), y el coste de 1000 larvas /kg de hembra por puesta, casi cinco veces

inferior (0,111+0,118 € con inyeccidn y 0,536+0,226 € con implantes).

Asi mismo, tanto los costes de 1000 huevos/kg de hembra/ induccién (0,210£0,129 € con
implante y 0,09140,078 € con inyeccién), como de 1000 huevos/kg de hembra/ induccién
(0,254+0,146 € con implante y 0,100+0,085 € con inyeccion) fueron mas del doble en el

tratamiento con implante.
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6. Conclusiones

1. La supervivencia durante tres afios, del 100% de los ejemplares capturados en el
medio natural, y su rapida adaptacion al alimento inerte, indican que es una
especie resistente y que se aclimata con facilidad a las condiciones de cautividad.

2. En nuestro estudio, no hubo diferencias significativas entre ninguno de los
parametros de madurez de los reproductores, por lo que estos no debieron
ejercer ninguna influencia en las diferencias estadisticas encontradas entre los
parametros de eficacia, calidady produccion, que debieron ser consecuencia de
los diferentes tratamientos ensayados.

3. Hembras con oocitos con didmetro superior a las 500 p son aptas para la
induccion hormonal y obtencion de puestas viables.

4. En nuestras condiciones experimentales, no se obtuvieron puestas en el grupo
control sin inducir, lo que indica que es necesario inducir hormonalmente los
reproductores de pez de limdn, para la produccién en Canarias de semilla de esta
especie, y contribuir asi a la diversificacion de las especies cultivadas en el
Archipiélago.

5. La obtencion de puesta en todas las hembras inducidas, indica que la utilizacién
de la hormona GnRHa, tanto en forma de implante, como en la de inyeccion, es
un método adecuado para la obtencién de puestas de esta especie.

6. Aungue el implante resulto mas eficaz, en el nimero de puestas obtenido por
induccion, tanto enla calidad de la puesta, como en las producciones, los mejores
resultados se obtienen con inyeccion.

7. La necesidad de una mayor dosis, y una mas baja calidad y produccion en el
tratamiento con implante, implica una mejor eficiencia econdémica en el

tratamiento con inyeccion.
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