Ciencias Marinas (2011), 37(2): 125-139
http://dx.doi.org/10.7773/cm.v37i2.1802

Hormone-induced spawning of wild and captive-grown spotted rose snapper ==
Lutjanus guttatus using carp pituitary suspension and human chorionic

gonadotropin

Induccion hormonal con suspension de pituitaria de carpay gonadotropina
coriénica humana en el pargo manchado Lutjanus guttatus silvestre y criado
en cautiverio

J Boza-Abarca'*, S Valverde-Chavarria!, E Calvo-Vargast, M Ramirez-Alvarado?,
E Rodriguez-Gémez?

! Estacion de Biologia Marina, Escuela de Ciencias Biologicas, Universidad Nacional, PO Box 66-5400,
Puntarenas, Costa Rica.
2 Facultad de Biologia Marina, Universidad Jorge Tadeo Lozano, Santa Marta, Colombia.

* Corresponding author: E-mail: jboza@una.ac.cr

ABSTRACT. Hormone-induced spawning of the spotted rose snapper Lutjanus guttatus was studied using wild and cage-grown fish. Carp
pituitary suspension (CPS) and human chorionic gonadotropin (hCG) were assessed. Wild females (0.7-2.1 kg body weight (BW), n = 18) were
collected by hook and line in the Gulf of Nicoya, Costa Rica, to induce final maturation and ovulation in the laboratory. In the first experiment,
five doses of CPS were evaluated and spawning was only observed at the higher doses (4.0 and 4.5 mg CPS kg™ BW); the doses used were
lower than for other species under similar conditions. In the second experiment, CPS and hCG protocols were compared using cage-grown
broodstock (n = 30 females, 462-995 g; n = 60 males, 400-600 g); egg production was more consistent for the hCG protocol. In the third
experiment, cage-grown fish (n = 12 females, 368-977 g; n = 24 males, 400-600 g) were used to assess the female response to hCG and the
fertility of the spawned eggs; two successive injections of different hCG doses were tested. The results confirm that two successive doses of
900 and 700 1U hCG kg BW result in the highest number of eggs spawned and the best fertilization rates.
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RESUMEN. Se estudio la induccién hormonal al desove del pargo manchado Lutjanus guttatus utilizando peces silvestres y peces criados en
jaulas flotantes. Las hormonas utilizadas fueron la suspensién de pituitaria de carpa (SPC) y la gonadotropina coriénica humana (GCh). Las
hembras silvestres (0.7-2.1 kg de peso corporal (PC), n = 18) se capturaron mediante el uso de anzuelos y linea de fondo en el Golfo de Nicoya,
Costa Rica, y fueron inducidas a la maduracion final y ovulacién en el laboratorio. En el primer experimento, se evaluaron cinco dosis de SPC
y el desove se observé con las dosis mas altas (4.0 y 4.5 mg SPC kg2 PC). Las dosis que se aplicaron fueron mas bajas que las utilizadas para
otras especies de lutjanidos en condiciones similares. En el segundo experimento, se realiz6 una comparacion entre los protocolos utilizados
para SPC y GCh con peces criados en jaulas flotantes (n = 30 hembras, 462-995 g; n = 60 machos, 400-600 g); la produccion de huevos fue
mas consistente para el protocolo de la GCh. En el tercer experimento y con peces criados en jaulas flotantes (n = 12 hembras, 368-977 g; n =
24 machos, 400-600 g), se utilizaron dos inyecciones sucesivas con diferentes dosis de GCh para medir la respuesta de las hembras a la GCh y
la fertilidad de los huevos desovados. Los experimentos confirman que dos dosis sucesivas de 900 y 700 Ul kg™t PC resultan en un nimero
mayor de huevos desovados y mejores porcentajes de fertilizacion.

Key words: Lutjanus guttatus, pargo manchado, induccidn hormonal, desove, fertilizacion.

INTRODUCTION INTRODUCCION
The spotted rose snapper Lutjanus guttatus is naturally El pargo manchado Lutjanus guttatus se encuentra distri-
distributed along the Pacific coast from the Gulf of California buido en forma natural a lo largo de la costa pacifica, desde el

to Peru (Grimes 1987, Fischer et al. 1995, Rojas et al. 2004, Golfo de California hasta Perd (Grimes 1987, Fischer et al.
Ibarra-Castro and Duncan 2007, Boza-Abarca et al. 2008). 1995, Rojas et al. 2004, Ibarra-Castro y Duncan 2007, Boza-

This species is found around coral reefs and rocks near the Abarca et al. 2008). Esta especie vive cerca de los arrecifes
coast, and grows to 80 cm in total length (TL) (Fischer et al. de coral y en las zonas rocosas cercanas a la costa, y puede
1995). It is one of the commercially important snappers from crecer hasta 80 cm de longitud total (LT) (Fischer et al.
the Costa Rican Pacific coast: captures represent 99.5% of 1995). En la costa pacifica de Costa Rica es una de las
the total capture from artisanal fishermen in the Gulf of especies mas importantes comercialmente: las capturas en el
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Nicoya (Siefke 1995, Rojas 1997a), with landings of 118 to
299 t (Soto et al. 2009). The spotted rose snapper is reproduc-
tively active in all months of the year, with two peaks of
activity in April and October (Rojas 1997b), which is similar
to that observed in Mexico (Arellano-Martinez et al. 2001,
Ibarra-Castro and Duncan 2007). This behavior coincides
with the beginning and end of the rainy season. During this
season, mature males and females, hooked at depths between
30 and 50 m, can be caught alive by artisanal fishermen
(Valverde and Boza 1999).

Snapper species have been evaluated and recommended
for mariculture activities because they are easy to manipu-
late, accept artificial feed, and are not aggressive when kept
at high densities (Arnold et al. 1978, Tucker and Jory 1991,
Benetti and Wilson 1996, Cano 2003, Boza-Abarca et al.
2008). Ibarra-Castro and Duncan (2007) detail the commer-
cial importance of the species, and other authors the interest
of aquaculture and fishing industries in developing snapper
culture (Tucker and Jory 1991, Benetti and Wilson 1996, Leu
et al. 2003, Dumas et al. 2004, Ogle and Lotz 2006, Ibarra-
Castro and Duncan 2007, Boza-Abarca et al. 2008, Ibarra-
Castro and Alvarez-Lajonchere 2009).

In other snapper species, the doses of different hormones
used to induce spawning range from very low to very high
concentrations, with spawning results that are variable
(Singhagraiwan and Doi 1993; Emata et al. 1994, 1999;
Clarke et al. 1997; Watanabe et al. 1998; Fielder et al. 2002;
Emata 2003; Dumas et al. 2004); hence, it is important to
determine under which conditions a hormonal dose should be
applied, taking into account fish condition.

Recently, Ibarra et al. (2004) induced L. guttatus spawn-
ing using luteinizing hormone-releasing hormone analogue
(LHRHa) implants with doses of 25 or 75 ug kg body
weight (BW). Ibarra-Castro and Duncan (2007) determined
that the 75 pg kgt BW implant induced spawning with a
significantly higher percentage hatch (86.1%). Ibarra-Castro
and Alvarez-Lajonchere (2009) presented detailed results
that demonstrate the efficiency of gonadotropin-releasing
hormone analogue (GnRHa) implants in wild and captive-
grown spotted rose snapper.

In Costa Rica, the control of spotted rose shapper
reproduction with hormonal treatments initiated with the use
of carp pituitary suspension (CPS). In a preliminary study
wild females were injected with 4.0 mg CPS kg BW to
induce spawning, and expelled 11,550-12,550 eggs after 24 h
(Valverde and Boza 1999). Because of the positive results,
several experiments evaluating female response to human
chorionic gonadotropin (hCG) doses were done. Boza-
Abarca et al. (2008) induced spawning in cage-grown spotted
rose snapper of 605 + 98 g BW and 36.4 £ 2.1 cm TL, using
two injection doses, the first of 900 IU hCG kg BW and the
second of 700 IU hCG kg BW; after 9 to 12 h, females
released eggs.

The aim of the present study was to determine the effect
of CPS on wild-caught and cage-grown females, and to
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Golfo de Nicoya representan el 99.5% de la captura total de
la pesca artesanal (Siefke 1995, Rojas 1997a), con cifras
reportadas que varian de 118 a 299 t (Soto et al. 2009). El
pargo manchado se encuentra reproductivamente activo en
todos los meses del afio, con dos picos de actividad en abril y
en octubre (Rojas 1997b), similar a lo registrado en México
(Arellano-Martinez et al. 2001, Ibarra-Castro y Duncan
2007). Este comportamiento coincide con el inicio y el fin de
la época lluviosa. Durante esta época, los machos maduros y
las hembras maduras pueden ser capturados vivos por los
pescadores artesanales, mediante el uso de anzuelos, a pro-
fundidades de 30 a 50 m (Valverde y Boza 1999).

Las especies de pargo han sido evaluadas y recomendadas
para actividades de maricultura debido a que son manipula-
bles, aceptan el alimento artificial y no son agresivas entre si
cuando se encuentran en altas densidades (Arnold et al. 1978,
Tucker y Jory 1991, Benetti y Wilson 1996, Cano 2003,
Boza-Abarca et al. 2008). Ibarra-Castro y Duncan (2007)
detallaron la importancia comercial de la especie, y otros
autores resaltan el interés de la industria pesquera y de la
acuicultura para desarrollar el cultivo de las especies de
pargos (Tucker y Jory 1991, Benetti y Wilson 1996, Leu et al.
2003, Dumas et al. 2004, Ogle y Lotz 2006, Ibarra-Castro y
Duncan 2007, Boza-Abarca et al. 2008, Ibarra-Castro y
Alvarez-Lajonchere 2009).

En otras especies de pargo, las dosis de diferentes
hormonas suministradas para inducir el desove varian desde
concentraciones muy bajas hasta concentraciones muy altas,
siendo variables los resultados en el desove (Singhagraiwan
y Doi 1993; Emata et al. 1994, 1999; Clarke et al. 1997;
Watanabe et al. 1998; Fielder et al. 2002; Emata 2003;
Dumas et al. 2004). Por lo tanto, es importante determinar
bajo qué condiciones se debe suministrar una dosis hormo-
nal, tomando en cuenta la condicién de los peces.

Recientemente, Ibarra et al. (2004) indujeron el desove de
L. guttatus utilizando implantes del anélogo de la hormona
liberadora de la hormona luteinizante (LHRHa), con dosis
de 25 6 75 ug kg de peso corporal (PC). Ibarra-Castro y
Duncan (2007) determinaron que los implantes con dosis
de 75 pg kg PC indujeron la liberacién de huevos en un
porcentaje altamente significativo (86.1%). Ibarra-Castro y
Alvarez-Lajonchere (2009) presentaron resultados detalla-
dos que demuestran la eficiencia de los implantes del analogo
de la hormona liberadora de la gonadotropina (GnRHa) en
peces silvestres y criados en cautiverio de pargo manchado.

En Costa Rica, el control de la reproduccion del pargo
manchado mediante el uso de preparados hormonales se
inicid con la utilizacion de suspensién de pituitaria de carpa
(SPC). En un estudio preliminar las hembras silvestres fueron
inyectadas con una dosis de 4.0 mg SPC kg PC y después
de 24 h éstas liberaron 11,550-12,550 huevos (Valverde y
Boza 1999). Debido a los resultados positivos, se realizaron
varios experimentos que evaluaron la respuesta de las hem-
bras a la induccién hormonal con la gonadotropina coriénica
humana (GCh). Boza-Abarca et al. (2008) indujeron el
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develop and optimize the spawning protocol of cage-grown
female spotted rose snapper using hCG.

MATERIAL AND METHODS

In view of the variability in doses applied to different
snapper species, three experiments were conducted to deter-
mine the effect of different hormonal doses of CPS and hCG
on mature L. guttatus females. The first experiment
(June—December 1998) used wild females that were injected
once with increasing doses of CPS. The second experiment
(February 2001-August 2002) used females reared in float-
ing cages that were injected once with increasing hormonal
doses of CPS and hCG. The third experiment (February
2001-August 2002) used females reared in floating cages
that were injected with hormonal doses of CPS and hCG sup-
plied in two injections at a 24-h interval. Analysis of each
experiment revealed which hormone and which dose should
be applied to spotted rose snapper females for successful
spawning, and which criteria to use for hormone-induced
spawning.

Broodstock

In the first experiment, wild mature females (n = 18) were
collected with bottom hook and line (longline) in the outer
region of the Gulf of Nicoya, Costa Rica (7-8 h on bottom
hook and line). Only females with oocyte diameter of
350-400 pum were selected for the experiment. In the second
and third experiments, wild juveniles were collected with fish
hooks in the inner region of the Gulf of Nicoya. Around
400 wild juveniles were stocked in floating grow-out cages
(4 x 4 x 3 m, 48 m®) as described by Boza-Abarca et al.
(2008) during one year (February 2001-February 2002).
Captured and cage-grown fish were transported early in the
morning (8:00 a.m.) to the Marine Biology Station at
Puntarenas by speedboat equipped with an oxygenated hold-
ing tank (150 L). Seawater was changed several times during
transports, which lasted around 0.5-1 h.

The CPS (Sigma, Argent, USA) was dissolved in saline
solution (0.9% NaCl) at the specific concentration to be
evaluated in the first and second experiments. The hCG
(Chorulon, Intervet Int. B.V., Boxmeer, Holland) was pre-
pared by dissolving the lyophilized powder (1500 IU) in a
sterile solution of NaH,PO,/Na,HPO, (1.5 mL) and used in
the second and third experiments. Once the fish were in the
laboratory, a small tank (150 L) was prepared with anesthetic
solution (quinaldine sulphate or MS-222, 10-100 mg L™,
Phoenix, USA). Fishes were anaesthetized and weighed
(Sartorius balance, £0.1 g). An ovarian sample was taken by
gently sucking oocytes into a polyethylene tube (0.75 mm
inner diameter) inserted through the oviduct (1-2 cm).
Oocyte diameter was measured at random (£0.01 mm, n =
50) in fresh samples using a direct light stereomicroscope.
All females were injected intramuscularly (1-mL syringe) at
the posterior end of the base of the dorsal fin with hormone
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desove en L. guttatus (engordado en jaulas) de 605 + 98 g PC
y 36.4 + 2.1 cm LT utilizando dos inyecciones de GCh (la
primera inyeccion fue de 900 Ul GCh kg PC y la segunda de
700 Ul GCh kg PC); después de 9 a 12 h, las hembras
liberaron los huevos.

El objetivo del presente estudio fue determinar el efecto
de SPC sobre la induccion al desove en hembras silvestres y
hembras criadas en jaulas flotantes, y desarrollar y optimizar
el protocolo del desove utilizando GCh en hembras de pargo
manchado criadas en jaulas flotantes.

MATERIALES Y METODOS

Debido a la variabilidad en las dosis aplicadas en diferen-
tes especies de pargo, se planted la realizacion de tres
experimentos con el fin de determinar el efecto de diferentes
dosis hormonales de SPC y GCh en hembras maduras de
L. guttatus. En el primer experimento (junio—diciembre de
1998) se utilizaron hembras salvajes, las cuales se inyectaron
una sola vez con dosis crecientes de SPC. En el segundo
experimento (febrero de 2001-agosto de 2002) se utilizaron
hembras engordadas en jaulas flotantes, las cuales se inyecta-
ron una sola vez con dosis hormonales crecientes de SPC y
GCh. En el tercer experimento (febrero de 2001-agosto de
2002) se utilizaron hembras engordadas en jaulas flotantes,
las cuales se inyectaron con dosis hormonales crecientes de
SPC y GCh suministradas en dos inyecciones en un intervalo
de 24 h. Del analisis de cada experimento se determiné cual
hormona y qué dosis debe aplicarse a las hembras de pargo
manchado para obtener desoves exitosos, y qué criterios
utilizar al realizar la induccion hormonal al desove.

Reproductores

Para el primer experimento, se recolectaron hembras
silvestres maduras (n = 18) mediante el uso de anzuelos de
fondo (palangre) y linea en la region externa del Golfo
de Nicoya, Costa Rica (7-8 h en la linea de palangre).
Solamente se seleccionaron hembras con ovocitos entre 350
y 400 um de diametro. En el segundo y el tercer experimento
se recolectaron juveniles silvestres por medio de anzuelos en
areas de la region interna del Golfo de Nicoya. Alrededor de
400 juveniles fueron colocados en jaulas flotantes (4 x 4 x
3 m, 48 m?) y engordados como se describe en Boza-Abarca
et al. (2008) durante un afio (febrero de 2001-febrero de
2002). Los peces capturados y los criados en las jaulas flotan-
tes se transportaron (8:00 a.m.) a la Estacion de Biologia
Marina, en Puntarenas, por medio de una lancha con motor
fuera de borda y un tanque con aireacion (150 L). El agua se
cambi6 varias veces durante los transportes, los cuales dura-
ron de 0.5-1 h.

La SPC (Sigma, Argent, USA) se disolvi6é en una solu-
cién salina (0.9% NaCl) a la concentracion especifica a ser
evaluada en el primer y el segundo experimento. La GCh
(Chorulon, Intervet Int. B.V., Boxmeer, Holland) utilizada en
el segundo y el tercer experimento se preparé disolviendo el
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immediately after ovarian biopsy. During the experiments, all
tanks were supplied daily with aeration and constant water
exchange. Temperature and salinity were measured in each
tank and ranged from 26 to 28 °C and from 30 to 32, respec-
tively. Oxygen was 5.5-6.6 g L.

Experiments

All experiments were conducted once the fish were in the
Marine Biology Station (at 8:00 a.m.). In the first experiment,
only wild-caught females (0.7-2.1 kg BW, n = 18) were used
to evaluate the effect of different CPS doses on spawning. All
females were stocked individually in 1-t tanks. The CPS
doses were administered in a single injection and evaluated in
triplicate, as follows: control (saline solution), 1.25, 2.5, 3.75,
4.0, and 4.5 mg CPS kg™ BW.

In the second experiment, females (462-995 g, n = 30)
and males (400-600 g, n = 60) reared in floating cages were
used to evaluate the effect of increasing doses of CPS and
hCG on spawning. Females were placed individually in 2.5-t
tanks and injected once with different doses of either hCG or
CPS (n = 3 for each hormone treatment). For every female,
two fluent males were stocked. Males received one injection
of 200 IU hCG kg BW or 2 mg CPS kg BW, depending on
the treatment, when the female injection was given. The fol-
lowing doses were used for females: 0 (control, diluent only),
250, 500, 750, and 900 IU hCG kg* BW; and 0, 1.25, 2.5,
3.75, and 4.0 mg CPS kg BW.

In the third experiment, cage-grown females (368-977 g,
n = 12) and males (400-600 g, n = 24) were used to evaluate
the effect on spawning of hCG doses administered in two
successive injections. Each female was stocked together with
two males in 2.5-t tanks. Females received two successive
injections of hCG, given 24 h apart, as follows: 750 + 250,
900 + 300, 700 + 700, and 900 + 700 IU hCG kg BW. All
treatments were tested in triplicate. All females were anaes-
thetized before the second injection and injected after a
second biopsy. Males received only one injection of 200 U
hCG kg BW at the same time as when the second female
injection was given.

In all experiments, each tank was checked regularly for
spawned eggs, which float in water. When spawning was
detected, the number of hours after the administration of the
second injection and spawning (latency period) was recorded
and floating eggs were concentrated in an egg collector. After
48 h, the fish were removed from the tanks and the number of
remaining eggs was estimated by taking a sample of known
volume and counting the eggs.

Egg fertilization rate was determined by counting the
number of eggs showing embryonic development and the
number of unfertilized eggs in triplicate samples of 100 eggs.
Fertilization percentage (%F) was calculated using the
following formula:
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polvo liofilizado (1500 Ul) en una solucion estéril de
NaH,PO,/Na,HPO, (1.5 mL). Cuando se trasportaron los
peces al laboratorio, se preparé un tanque pequefio (150 L)
con una solucion anestesiadora (sulfato de quinaldina o0 MS-
222, 10-100 mg L-, Phoenix, USA). Los peces se
anestesiaron y pesaron (balanza Sartorius, £0.1 g). Se tomé
una biopsia ovérica succionando suavemente los ovocitos
mediante un tubo plastico de polietileno (0.75 mm de diame-
tro interno) que fue insertado a través del oviducto (1-2 cm).
El didmetro de los ovocitos se midié al azar (+0.01 mm, n =
50) y en fresco con un estereomicroscopio de luz directa.
Todas las hembras fueron inyectadas con la hormona intra-
muscularmente (jeringa de 1 mL) en la parte posterior de la
base de la aleta dorsal inmediatamente después de la biopsia
ovarica. Durante todos los experimentos, los tanques fueron
suministrados con aireacidn diaria y un intercambio cons-
tante de agua. La temperatura y la salinidad se midieron en
cada tanque, y fluctuaron entre 26 y 28 °C y entre 30 y 32,
respectivamente. El oxigeno permanecio entre 5.5y 6.6 g L.

Experimentos

Todos los experimentos se realizaron una vez que los
peces llegaron a la Estacion de Biologia Marina (8:00 a.m.).
En el primer experimento se utilizaron solamente las hembras
silvestres capturadas (0.7-2.1 kg PC, n = 18) para evaluar el
efecto de diferentes concentraciones de SPC sobre el desove.
Todas las hembras se colocaron individualmente en tanques
de 1t. Las dosis hormonales de SPC se suministraron en una
Unica inyeccion y se evaluaron por triplicado, segin los
siguientes tratamientos: control (solucién salina), 1.25, 2.5,
3.75,4.0y 4.5 mg SPC kg PC.

En el segundo experimento, se utilizaron hembras
(462-995 g, n = 30) y machos (400-600 g, n = 60) engorda-
dos en las jaulas flotantes con el fin de evaluar el efecto de
diferentes concentraciones de SPC y GCh sobre el desove.
Las hembras se colocaron individualmente en tanques de
2.5 ty se inyectaron una sola vez con diferentes dosis de GCh
0 de SPC (n = 3 para cada tratamiento hormonal). Por cada
hembra se adicionaron dos machos cuyo semen fue fluido.
Los machos recibieron una inyeccion de 200 Ul GCh kg PC
0 de 2 mg SPC kg PC, seguin el tratamiento, al mismo
tiempo que se inyectaron las hembras. Las dosis utilizadas
para las hembras fueron: 0 (control, solamente el diluyente),
250, 500, 750 y 900 Ul GCh kg PC; y 0, 1.25, 25, 3.75 y
4.0 mg SPC kg PC.

En el tercer experimento se usaron hembras (368-977 g,
n = 12) y machos (400-600 g, n = 24) engordados en jaulas
para evaluar el efecto de las dosis de GCh sobre el desove; las
dosis se suministraron en dos inyecciones sucesivas. En cada
tanque de 2.5 t se colocaron una hembra y dos machos. Las
hembras recibieron dos inyecciones sucesivas de GCh, en un
intervalo de tiempo de 24 h, con las siguientes dosis: 750 +
250, 900 + 300, 700 + 700 y 900 + 700 Ul GCh kg PC.
Todos los tratamientos se realizaron por triplicado. En este
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Number of eggs showing developmen

0, =
#F ( Total number of eggs

t) « 100

)

From ovarian biopsy samples, the initial mean oocyte
diameter at 0 h (10) and mean oocyte diameter at 24 h (124) of
100 oocytes (experiment 1) or 30 oocytes (experiments 11 and
I1) were measured (+0.01 mm) with a stereoscope (Meiji
EMZ-5TR). The percent increase in oocyte diameter at 24 h
(PI) was calculated as:

_ I24—IO)
Pl = (—-—-—IO x 100

)

Data were analyzed using one-way analysis of variance
(SPSS 13) to detect differences in oocyte diameters at 0 and
24 h, and between treatments. To determine the effect of the
hormonal treatments on oocyte development, all the females
that received CPS doses in experiments | and Il were grouped
and all the females that received hCG doses in experiments 11
and 111 were grouped, and plotted and compared using regres-
sion analysis.

RESULTS
Experiment |

Wild females in the control group and in the treatment
using 1.25 mg CPS kg~ BW did not spawn. Only one female
spawned with dose 2.5 mg CPS kg BW. In the last three
treatments (3.75, 4.0, and 4.5 mg CPS kg-* BW), two females
spawned in each treatment (table 1). Females treated with
3.75 mg CPS kg BW produced few eggs, but those treated
with 4.0 mg kg BW produced 115,500 and 125,500 eggs,
even though the difference in dosage is small. At 4.5 mg kg
BW, one female produced 46,600 eggs while the other pro-
duced few eggs. The mean time interval between injection
and spawning (latency period) was 28 + 7.7 h, though it
ranged from 22 h (4.5 mg CPS kg BW) to 44 h (3.75 mg
CPS kg* BW). Mean spawned egg diameter was 0.723 +
0.027 mm (n = 100). After 24 h, significant differences (P <
0.05) in all treatments were detected in the increase in oocyte
diameter.

Experiment 1

No spawning females were observed in the control and
1.25 mg CPS kg~ BW treatments (table 2). Only one female
spawned in the 2.5, 3.75, and 4.0 mg CPS kg BW treat-
ments. The latency period was 25 h in the 2.5 and 3.75 mg
CPS kg BW treatments, and 28 h in the 4.0 mg CPS kg
BW treatment. No significant differences (P > 0.05) were
observed between initial oocyte diameters, but significant
differences were found between oocyte diameters at 24 h
(P < 0.05). The largest increase in oocyte diameter was
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caso, todas las hembras se anestesiaron antes de la segunda
inyeccion e inyectaron después de obtener una segunda
biopsia ovarica. Los machos recibieron una sola inyeccion de
200 Ul GCh kg PC al mismo tiempo de la segunda inyec-
cién suministrada a las hembras.

En todos los experimentos, cada tanque se revisd regular-
mente para detectar huevos desovados, los cuales flotan en el
agua. Una vez que se detectd el desove, se registrd el nimero
de horas transcurridas entre la aplicacion de la segunda
inyeccion y el desove (periodo de latencia), y los huevos
flotantes se concentraron en el colector. Después de 48 h de
iniciado el experimento, se sacaron los peces de los tanques y
se estimé el nimero total de huevos desovados restantes
tomando una muestra de volumen conocido y contando los
huevos.

La tasa de fertilizacion se determind en tres muestras, de
100 huevos cada una, contando el nimero de huevos con
desarrollo embrionario y el nimero de huevos no fertilizados.
El porcentaje de fertilizacion (%F) se determind mediante la
siguiente formula:

%F = (Numero de huevos con desarrollo embrlonarlo) <100 (1)

Numero total de huevos

De las biopsias ovaricas, se midié (+0.01 mm) con un
estereoscopio (Meiji EMZ-5TR) el didmetro inicial promedio
de los ovocitos a las 0 h (10) y el diametro promedio de los
ovocitos a las 24 h (124) de 100 (experimento 1) 6 30 ovocitos
(experimentos 11 y I11). EI porcentaje de incremento en el
didmetro de los ovocitos después de 24 h (PI) se calculé
como:

_ I24—IO)
PI—( 0 x 100

)

Los datos se analizaron mediante un andlisis de varianza
de una via (SPSS 13) para detectar diferencias en los diame-
tros de los ovocitos a las 0 y 24 h, y entre los tratamientos.
Para determinar el efecto de los tratamientos hormonales
sobre el desarrollo del ovocito, se agruparon los datos de
todas la hembras que recibieron dosis de SPC en los experi-
mentos | y Il, asi como los de las hembras que recibieron
dosis de GCh en los experimentos Il y Ill, y se graficaron y
compararon mediante un analisis de regresién.

RESULTADOS
Experimento |

Las hembras silvestres en el grupo control y en el trata-
miento con 1.25 mg SPC kg PC no desovaron. Solamente
una hembra desov6 con la dosis de 2.5 mg SPC kg PC,
mientras que en los tratamientos con dosis de 3.75, 4.0 y
4.5 mg SPC kg PC desovaron dos hembras por tratamiento
(tabla 1). Las hembras del tratamiento 3.75 mg SPC kg PC
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23.7 £ 7.3% in the 40 mg CPS kg' BW treatment.
Maximum egg diameter was 0.830 £+ 0.085 mm in the 4.0 mg
CPS kgt BW treatment, corresponding to highest egg pro-
duction (119,100 eggs) and highest fertilization rate (60%,
table 2).

The shortest latency period was 32 h at 900 1U hCG kg™
BW and the longest was 34 h at 500 and 750 IU hCG kg
BW. No significant differences (P > 0.05) were detected
between initial oocyte diameters for all treatments, but signif-
icant differences (P < 0.05) in mean oocyte diameter at 24 h
were observed between 750 and 900 IU hCG kg BW. The
increase in oocyte diameter was significantly different (P <
0.05) among treatments, the highest value (25.8 + 13.3%)
corresponding to the 900 IU hCG kg* BW treatment.
Maximum spawned egg diameter was 0.909 mm in the same
treatment. In the 500 IU hCG kg BW treatment, only one
female spawned (4,113 eggs) and no fertilization occurred,
whereas in the 750 IU hCG kg BW treatment, one female
spawned (31,000 eggs) and there was 45% fertilization. All
females spawned in the 900 IU hCG kg* BW treatment,
producing 27,000-73,000 eggs with fertilization rates of
85-95% (table 2).

Experiment 111

The latency period occurred between 9 and 14 h after the
second injection (table 3), a shorter period than that obtained
after one injection. No significant differences (P > 0.05) were
detected between initial oocyte diameters for all treatments,
but significant differences (P < 0.05) were observed between
mean oocyte diameters at 24 h. The increase in oocyte diame-
ter at 24 h after the first injection was high in the 700 + 700
and 900 + 700 1U hCG kg BW treatments. Unlike the other
experiments, in all treatments at least one female spawned
and produced fertilized eggs. Two females treated with 750 +
250 IU hCG kg, two of the ones treated with 900 + 300 U
hCG kg* BW, and one female treated with 700 + 700 1U
hCG kg BW spawned (table 3). All females in the 900 +
700 IU hCG kg* BW treatment spawned more eggs
(104,000-163,400 eggs) when compared to other treatments
(P < 0.05) and the fertilization rate was higher in two females
(90-100%).

To view the effects of the CPS doses, all females that
received this treatment were grouped and the initial oocyte
diameter and mean oocyte diameter at 24 h of the spawned
and unspawned females were plotted against the CPS doses
(fig. 1). A significant positive correlation (P < 0.05) was
observed between mean oocyte diameter at 24 h and the CPS
doses. Females with mean oocyte diameters of 0.450 mm
(cage-grown females) and 0.800 mm (wild females) at 24 h
spawned. There was a significant positive correlation (P <
0.05) between the CPS doses and the increase in oocyte
diameter (fig. 2). In wild females, spawning success was
positive when there was a more than 80% increase in oocyte
diameters.

130

produjeron pocos huevos, pero las hembras tratadas con
4.0 mg SPC kg PC produjeron 115,500 y 125,500 huevos,
aunqgue la diferencia entre las dosis suministradas fue muy
poca. En la dosis de 4.5 mg SPC kg PC, una hembra pro-
dujo 46,600 huevos, mientras que la otra hembra produjo
muy pocos huevos. El tiempo promedio entre la inyeccién y
el desove (periodo de latencia) fue de 28 + 7.7 h, aunque
varié de 22 h (tratamiento 4.5 mg SPC kg PC) hasta 44 h
(tratamiento 3.75 mg SPC kg PC). El diametro promedio de
los huevos desovados fue 0.723 + 0.027 mm (n = 100).
Después de 24 h, se detectaron diferencias significativas
(P < 0.05) en el incremento en diametro de los ovocitos.

Experimento 11

Ninguna hembra desové en el tratamiento de control ni en
el de 1.25 mg SPC kg PC (tabla 2). En los tratamientos de
2.5, 375 y 4.0 mg SPC kg PC solamente desovd una
hembra por tratamiento. El periodo de latencia fue de 25 h en
los tratamientos de 2.5y 3.75 mg SPC kg PC, y 28 h en el
tratamiento 4.0 mg SPC kg PC. No se detectaron diferen-
cias significativas (P > 0.05) entre los diametros de los ovoci-
tos iniciales, pero si existieron diferencias entre los diametros
a las 24 h (P < 0.05). El mayor incremento en el diametro de
los ovocitos se observé en el tratamiento de 4.0 mg SPC kg
PC, cuyo valor fue de 23.7 + 7.3%. EIl didmetro méaximo de
los huevos fue de 0.830 + 0.085 mm en el tratamiento de
4.0mg SPC kg PC, correspondiendo también al mayor
namero de huevos producidos (119,100 huevos) y el porcen-
taje de fertilizacion mas alto (60%, tabla 2).

El periodo de latencia méas corto fue de 32 h con el trata-
miento de 900 Ul GCh kg PC y el periodo mas largo fue de
34 h con los tratamientos de 500 y 750 Ul GCh kg PC. No
existieron diferencias significativas (P > 0.05) entre los
didmetros iniciales de los ovocitos para cada tratamiento,
pero se observaron diferencias significativas en el diametro
promedio de los ovocitos a las 24 h en los tratamientos
de 750 y 900 Ul GCh kg PC (P < 0.05). El incremento en
diametro de los ovocitos entre los tratamientos fue significa-
tivamente diferente (P < 0.05), siendo el valor mas alto
(25.8 + 13.3%) para el tratamiento de 900 Ul GCh kg PC.
El didmetro m&ximo de los huevos desovados fue 0.909 mm
y se observo en el mismo tratamiento. En el tratamiento de
500 Ul GCh kgt PC s6lo una hembra desovo (4,113 huevos)
y no ocurrid la fertilizacion, mientras que en el tratamiento de
750 Ul GCh kg PC una hembra desovo (31,000 huevos) y
ocurrio una fertilizacion de 45%. Todas las hembras desova-
ron con el tratamiento de 900 Ul GCh kg PC, produciendo
de 27,500-73,000 huevos con porcentajes de fertilizacion de
85-95% (tabla 2).

Experimento 111

El periodo de latencia ocurri6 entre 9 y 14 h después de la
segunda inyeccién (tabla 3), un periodo mas corto que el
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The cage-grown females that received hCG doses
spawned when their mean oocyte diameters at 24 h were
larger than 0.450 mm with doses over 800 1U hCG kg BW
(fig. 3). The relationship between the hCG doses and the
increase in oocyte diameter at 24 h in cage-grown females
showed that there should be an increase of at least 15% in
oocyte diameter for spawning to occur (fig. 4).

DISCUSSION

The CPS hormone has been used mainly in freshwater
species, and the present study is one of the first attempts to
use this hormone to induce spawning in L. guttatus. Intra-
muscular injections of CPS induced an increase in oocyte
diameter of more than 100% with the 3.75 mg CPS kg BW
dose. The number of eggs released in the 3.75 and 4.0 mg
CPS kgt BW treatments was very different despite the simi-
larity of the dosage (table 1). These differences are likely
related to the reduced number of females used (n = 3). Wild
females released eggs only once, a behavior observed in
other hormone treatments (Ibarra-Castro and Duncan 2007,
Ibarra-Castro and Alvarez-Lajonchere 2009).

In the first and second experiments, it is shown that CPS
can be an effective agent for inducing final maturation and
ovulation in L. guttatus. The effect was evident in the high-
dose treatments (table 1). In the 3.75, 4.0, and 4.5 mg CPS
kg BW treatments, two females spawned per dose and only
one did not. The CPS hormone is a viable alternative and can
be used in an emergency when other hormones (hCG or
GnRHa) are not available. In this study, spawning occurred
22-44 h after the last injection (latency period) when using
CPS. In other species like Lutjanus argentimaculatus,

5.0
4.5
4.0

y = 0.0034x + 0.5906
R?=0.2033

CPS dose (mg kg~ body weight)

)
\\J T T T T T 1

600 700 800 900 1000 1100
Oocyte diameter (um)

Figure 1. Relationship between the dose of carp pituitary
suspension (CPS) and initial oocyte diameter (O), mean oocyte
diameter at 24 h of unspawned females (o), and mean oocyte
diameter at 24 h of spawned females (0) in spotted rose snapper.
Figura 1. Relacion entre la dosis de suspension de pituitaria de
carpa (CPS) y el diametro inicial de los ovocitos (O), el
diametro promedio de los ovocitos a las 24 h de hembras no
desovadas (o) y el diametro de los ovocitos a las 24 h de
hembras desovadas (0) de pargo manchado.
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obtenido con la aplicacién de una sola inyeccién. No se
observaron diferencias significativas (P > 0.05) entre los
diametros iniciales promedio de los ovocitos entre tratamien-
tos, pero hubo diferencias significativas entre los diametros
promedio de los ovocitos a las 24 h (P < 0.05). El incremento
en el diametro de los ovocitos a las 24 h después de la
primera inyeccion fue mayor en los tratamientos de 700 +
700 y 900 + 700 Ul GCh kg™ PC. A diferencia de los otros
experimentos, en todos los tratamientos al menos una hembra
desové y produjo huevos fertilizados. Dos hembras tratadas
con la dosis de 750 + 250 Ul GCh kg PC, dos de las tratadas
con la dosis 900 + 300 Ul GCh kg PC y una hembra tratada
con la dosis de 700 + 700 Ul GCh kg* PC desovaron
(tabla 3). Todas las hembras tratadas con la dosis de 900 +
700 Ul GCh kg PC desovaron mayor cantidad de huevos
(104,000-163,400 huevos) al compararlos con los otros trata-
mientos (P < 0.05), y la tasa de fertilizacion fue mas alta en
dos de las hembras (90-100%).

Para poder observar el efecto de las dosis de la hormona
SPC, se agruparon todas las hembras que recibieron este tra-
tamiento y se graficaron las dosis contra el diametro inicial
de los ovocitos y el diametro de los ovocitos a las 24 h de las
hembras desovadas y no desovadas (fig. 1). Los resultados
muestran una correlacion significativa positiva (P < 0.05)
entre el didmetro promedio de los ovocitos a las 24 h y las
dosis de SPC. Las hembras cuyo didmetro promedio de
ovocito a las 24 h superé los 0.450 mm (hembras criadas en
cautiverio) y 0.800 mm (hembras silvestres) desovaron. Se
observé una correlacién significativa positiva (P < 0.05)
entre el incremento en diametro de los ovocitos y las dosis de
SPC (fig. 2). En el caso de las hembras silvestres, solo aque-
llas que superaron el 80% de incremento en el didmetro de
los ovocitos desovaron.

Las hembras criadas en jaulas flotantes y tratadas con
dosis de GCh desovaron cuando el didmetro promedio de los
ovocitos a las 24 h fue superior a 0.450 mm, utilizando dosis
mayores de 800 Ul GCh kg PC (fig. 3). Al relacionar el
incremento en el diametro de los ovocitos a las 24 h con la
dosis hormonal de GCh (fig. 4) se observa que, para hembras
criadas en jaulas flotantes, los ovocitos deben tener un incre-
mento de al menos un 15% en el didmetro promedio para
poder desovar.

DiscusiON

La SPC se ha utilizado principalmente en especies de
agua dulce, y el presente estudio es uno de los primeros
trabajos en utilizar esta hormona para la induccion al desove
en L. guttatus. La SPC suministrada intramuscularmente
provocé incrementos en el diametro de los ovocitos de mas
de 100% en dosis superiores a los 3.75 mg SPC kg PC. El
namero de huevos desovados en los tratamientos de 3.75 y
4.0 mg CPS kg PC fue muy diferente, si se toma en cuenta
que las dosis son similares (tabla 1). Esto probablemente se
deba al nimero reducido de hembras utilizadas (n = 3) en
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Figure 2. Relationship between the dose of carp pituitary
suspension (CPS) and increase in oocyte diameter at 24 h of
unspawned (o) and spawned (0) female spotted rose snapper.
Figura 2. Relacién entre la dosis de suspension de pituitaria de
carpa (CPS) y el incremento en el diametro de los ovocitos a las
24 h de hembras de pargo manchado no desovadas (o) y
desovadas (0).

L. campechanus, L. johnii, and L. griseus, spawning occurred
24-56 h after a single injection of hCG (Emata et al. 1994,
1999; Cabrera et al. 1998; Watanabe et al. 1998; Bourque
and Phelps 2007; Boza-Abarca et al. 2008).

The capture and handling of wild fish can slow down
final maturation and ovulation, increasing the latency period
(Bromage 1995). In this study, females were on the line hook
for 7-8 h and it took 0.5-1.0 h to reach the laboratory. This
protocol represents stressful conditions for the fish. However,
the performance of cage-grown females (experiment 1) was
comparable to that of wild females (experiment I).

Effective doses of hCG (experiments Il and 111) were in
the range used for other snapper species. In some studies
spawning was induced in L. analis, L. argentimaculatus,
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Figure 4. Relationship between the dose of human chorionic
gonadotropin (hCG) and increase in oocyte diameter at 24 h of
unspawned (o) and spawned (¢) female spotted rose snapper.
Figura 4. Relacion entre la dosis de gonadotropina coridnica
humana (hCG) y el incremento en el didmetro de los ovocitos a
las 24 h de hembras de pargo manchado no desovadas (o) y
desovadas (0).
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Figure 3. Relationship between the dose of human chorionic
gonadotropin (hCG) and initial oocyte diameter (O0), mean
oocyte diameter at 24 h of unspawned females (o), and mean
oocyte diameter at 24 h of spawned females (0) in spotted
rose snapper.

Figura 3. Relacion entre la dosis de gonadotropina coriénica
humana (hCG) y el didmetro inicial de los ovocitos (),
didmetro promedio de los ovocitos a las 24 h de hembras no
desovadas (o) y diametro promedio de los ovocitos a las 24 h
de hembras desovadas (¢) de pargo manchado.

cada tratamiento. Las hembras salvajes desovaron una sola
vez, comportamiento que se ha observado también al aplicar
otras hormonas (Ibarra-Castro y Duncan 2007, Ibarra-Castro
y Alvarez-Lajonchere 2009).

En el primer y el segundo experimento se demostrd que la
SPC puede ser un agente efectivo para inducir la maduracion
final y la ovulacién en hembras de L. guttatus. El efecto fue
evidente en las dosis altas (tabla 1). Cuando se utilizaron
3.75, 4.0 y 4.5 mg CPS kg PC, dos de las hembras desova-
ron por tratamiento y solamente una no lo hizo. La SPC es
una alternativa viable al uso de otras hormonas y se puede
utilizar en casos de emergencia; por ejemplo, la falta o
accesibilidad a la GCh 0 a la GnRHa. En este estudio, al
utilizar SPC, los desoves ocurrieron entre 22 y 44 h después
de la segunda inyeccion (periodo de latencia). En compara-
cién con otras especies como Lutjanus argentimaculatus,
L. campechanus, L. johnii y L. griseus, las cuales fueron
inyectadas una vez con GCh, los desoves ocurrieron 24-56 h
después de la inyecciéon (Emata et al. 1994, 1999; Cabrera
et al. 1998; Watanabe et al. 1998; Bourque y Phelps 2007;
Boza-Abarca et al. 2008).

La captura y el manejo de peces silvestres pueden retrasar
la maduracion final y la ovulacion, incrementandose el
periodo de latencia (Bromage 1995). En este estudio, las
hembras salvajes duraron 7-8 h retenidas en la linea de
anzuelos, y se tomo al menos 0.5-1.0 h para llegar al labora-
torio. Este protocolo representa condiciones estresantes para
los peces. Sin embargo, al utilizar las hembras criadas en jau-
las flotantes (experimento I1), los resultados son comparables
a los obtenidos para las hembras silvestres (experimento I).

En el caso de la GCh (experimentos Il y I11) se observé
que las dosis efectivas utilizadas en este trabajo se encuentran
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L. campechanus, and L. griseus with doses of 1000-6300 1U
hCG kg BW (Minton et al. 1983, Emata et al. 1994, Rosas
et al. 1998, Watanabe et al. 1998), while other studies
required doses of 100-500 1U hCG kgt BW for L. johnii and
L. argentimaculatus (Lim et al. 1985, Singhagraiwan and Doi
1993).

In this study, cage-grown fish matured at 368-987 g BW
and 32-36 cm TL, which is an advantage when hormonal
induction protocols are used since the amount of hormone
needed to induce spawning is lower. In the case of
L. guttatus, it is not necessary to grow the fish until attaining
maximum weight, because they can mature before. The
females and males used in our experiments did not weigh
more than 1 kg.

Lutjanus guttatus is characterized as a gonochoronic
batch spawner (Ibarra et al. 2004, Ibarra-Castro and Duncan
2007, Boza-Abarca et al. 2008), with asynchronous oocyte
development. This is consistent with other species showing
polymodality when females attain maturity (Grimes 1987).
However, a unimodal distribution of oocyte diameter prior to
successfully induced spawning was observed in L. analis
(Watanabe et al. 1998). Hormonal doses should thus be
adjusted at 24 h, when at least two doses are administered,
based on the results of the ovarian biopsy.

The recruitment process of mature oocytes from the pri-
mary oocyte pool is not yet understood in lutjanids, and the
relationship between the number of modes and the number of
spawns is unclear (Grimes 1987, Watanabe et al. 1998). In
our laboratory, L. guttatus oocytes of 0.500-0.600 mm have
shown oil drops even though germinal vesicle migration had
not yet occurred (unpublished data). This indicates that hor-
monal stimulation can advance oocyte development to the oil
drop stage before the oocyte is ready for spawning. The batch
of oocytes ready to be spawned will receive the last stimula-
tion and this will affect the other oocytes that are not ready to
be spawned, resulting in the release of a large amount of
poor-quality eggs. For hormone dosage, it is therefore
necessary to consider mean oocyte diameter at 24 h, as well
as fish total weight, age, and stress during the entire induction
process.

Differences in the latency period were found when fish
were injected with single or double injections. In the second
experiment, five of the twelve females treated with hCG
spawned after more than 24 h, while three females spawned
with CPS induction. This can be explained by assuming that
some of the treatments using low doses in the first injection
did not provide enough stimulus to induce spawning in the
first 24 h. The ovulation times reported by Tucker (1998)
vary widely, from hours (L. analis, two injections, 33 h;
L. argentimaculatus, 27 h; L. griseus, 31-70 h) to days
(L. argentimaculatus, 24-264 h; L. johnii, 36-132 h), using
different treatments of hCG and other hormones (Lim et al.
1985, Singhagraiwan and Doi 1993, Tucker 1998, Watanabe
et al. 1998, Cabrera et al. 1998). After induction of
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en el intervalo de las dosis aplicadas en otras especies. En
algunos trabajos la cantidad de GCh necesaria para inducir
el desove en L. analis, L. argentimaculatus, L. campechanus,
y L. griseus fluctué entre 1000 y 6300 Ul GCh kg PC
(Minton et al. 1983, Emata et al. 1994, Rosas et al. 1998,
Watanabe et al. 1998), mientras que en otros estudios se
necesitaron dosis de 100-500 Ul GCh kg PC para L. johnii y
L. argentimaculatus (Lim et al. 1985, Singhagraiwan y Doi
1993).

En el presente estudio, los peces criados en jaulas
flotantes maduraron a 368-987 g PC y 32-36 cm LT, lo cual
representa una ventaja al aplicar protocolos de induccion
hormonal, debido a que la cantidad de hormona necesaria
para inducir al desove es menor. En L. guttatus no es necesa-
rio criar los peces hasta su peso méximo, debido a que
pueden madurar mucho antes. Los machos y las hembras
utilizados en los diferentes experimentos no pesaron mas
de 1 kg.

Lutjanus guttatus se caracteriza por ser gonocorista por
grupos (Ibarra et al. 2004, Ibarra-Castro y Duncan 2007,
Boza-Abarca et al. 2008), siendo el patron de desarrollo de
los ovocitos asincrdnico. Esto es consistente con otras espe-
cies que muestran polimodalidad una vez que las hembras
alcanzan la madurez (Grimes 1987). Sin embargo, se observé
una distribuciéon unimodal del didmetro de los ovocitos
en L. analis antes de lograr un desove inducido exitoso
(Watanabe et al. 1998). Asi, las dosis hormonales aplicadas a
peces silvestres deberian ser ajustadas a las 24 h, cuando se
aplican al menos dos dosis, con base en el resultado obtenido
de una biopsia ovarica.

El proceso de reclutamiento de los ovocitos maduros
provenientes del total de ovocitos primarios no esta esclare-
cido en los lutjanidos, y la relacion entre el nimero de modas
y ndmero de desoves tampoco es clara (Grimes 1987,
Watanabe et al. 1998). En nuestro laboratorio se ha obser-
vado que los ovocitos de L. guttatus entre 0.500 y 0.600 mm
pueden presentar gotas de aceite, pero ain no ha ocurrido la
migracion de la vesicula germinal (datos no publicados). Esto
evidencia que la estimulacion hormonal adelanta el desarro-
llo del ovocito hasta el estado de gota de aceite, antes que el
ovocito esté listo para la ovulacion. El grupo de ovocitos que
estan listos para ser desovados recibiran la ultima estimula-
cién, lo cual a su vez afecta a los ovocitos que no estaban
listos para ser desovados; esto provoca la liberacion de una
gran cantidad de huevos con una fraccion alta de pobre cali-
dad. De esta manera, la dosis hormonal a ser aplicada esta
condicionada al didmetro promedio del ovocito, al peso total,
a la edad y al estrés de los peces durante todo el proceso de
induccion.

Se observaron diferencias en los periodos de latencia
cuando se inyectaron los peces una o dos veces. En el
segundo experimento, cinco de las doce hembras inyectadas
con GCh desovaron después de mas de 24 h, mientras que tres
desovaron al ser inyectadas con SPC. Esto puede explicarse
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L. argentimaculatus females with GnRHa, a latency period
of 38.0-38.5 h was determined (Emata 2003), whereas for
L. guttatus, a latency period of 32—40 h was obtained (Ibarra-
Castro and Duncan 2007). In our case, the latency period
with one hCG injection was 32-34 h, while with two hCG
injections it was 9-14 h after the second injection; however,
if the time interval between the first and second injections
(24 h) is taken into account, the values are similar to those of
Ibarra-Castro and Duncan (2007).

With one injection (experiment 11) of 900 IU hCG kg™
BW, not more than 73,000 eggs were produced; with two
injections (experiment I11), more than 100,000 eggs were
produced after the second injection. Tucker (1998) states that
a common practice is to space the injections not less than
24 h apart to ensure high hormone levels in the blood. The
number of injections required and the time interval between
them will also depend on the species, initial degree of matu-
rity, and water temperature.

The variable response to the treatment applied to female
L. guttatus suggests variations during the final stimulation. In
some species, hCG has a low biopotency and high doses or
multiple injections are required. In the third experiment, fish
were injected twice and the stimulus of the hormonal treat-
ment was maintained for a longer period. The large number
of spawned eggs and the high fertilization percentages asso-
ciated with the high hCG doses (900 + 700 IU hCG kg BW)
showed that the stimulus was sustained long enough to
produce good results. It is possible that treatments with slow-
release pellets containing GnRHa, LHRHa or hCG could
prove to be more effective (Mugnier et al. 2000). Zohar and
Mylonas (2001) suggested using these delivery systems to
alleviate the need for multiple treatments and induce multiple
spawning in fish with asynchronous or multiple-batch group-
synchronous ovarian physiology. Recently, Ibarra-Castro and
Duncan (2007) and lbarra-Castro and Alvarez-Lajonchere
(2009) demonstrated that variable GnRHa doses induce
spawning of wild L. guttatus females with body weights
similar to those used in this study and with late vitellogenic
oocyte diameters of 0.430 mm. Moreover, the model
proposed by Ibarra-Castro and Duncan (2007) predicts that
females with oocyte diameters of 0.440-0.500 mm can
produce around 100,000 eggs using 240-280 png GnRHa kg
BW.

Cano (2003) and Boza-Abarca et al. (2008) reported
natural spawnings of L. guttatus months after hormonal
induction with hCG, while some authors have reported
spawnings of other lutjanid species without hormonal stimu-
lus (Singhagraiwan and Doi 1993, Avilés-Quevedo et al.
1996, Papanikos et al. 2003, Leu et al. 2003). The relation-
ship between synchronization of environmental variables,
like temperature and photoperiod, and spawning has been
documented (Arnold et al. 1978, Emata 2003, Boza-Abarca
et al. 2008), whereas some authors did not find any relation
(Davis and West 1993, Jackson et al. 2006). These observa-
tions suggest that spontaneous spawning can be achieved
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suponiendo que algunos de los tratamientos en los cuales se
utilizaron dosis bajas en la primera inyeccién no estimularon
lo suficiente para inducir el desove en las primeras 24 h.
Los tiempos de ovulacion reportados por Tucker (1998)
varian desde horas (L. analis, dos inyecciones, 33 h; L.
argentimaculatus, 27 h; L. griseus, 31-70 h) hasta dias (L.
argentimaculatus, 24-264 h; L. johnii, 36-132 h), al utilizar
diferentes tratamientos de GCh y otras hormonas (Lim et al.
1985, Singhagraiwan y Doi 1993, Tucker 1998, Watanabe
et al. 1998, Cabrera et al. 1998). Después de la induccion en
hembras de L. argentimaculatus con GnRHa se determiné un
periodo de latencia de 38.0-38.5 h (Emata 2003), mientras
que con L. guttatus se registr6 un tiempo de latencia de
32-40 h (Ibarra-Castro y Duncan 2007). En el presente estu-
dio, el periodo de latencia con una sola inyeccién de GCh fue
de 32-34 h, mientras que con dos inyecciones el periodo fue
de 9-14 h, a partir de la segunda inyeccién. Sin embargo, si
se toma en cuenta el intervalo de tiempo entre la primera 'y la
segunda inyeccién (24 h), los valores son similares a los
reportados por Ibarra-Castro y Duncan (2007).

Con una inyeccién (experimento I1) de 900 Ul GCh kg™
PC no se produjeron méas de 73,000 huevos, mientras que con
las dos inyecciones (experimento I11) se produjeron desoves
de mas de 100,000 huevos. Tucker (1998) afirma que una
practica usual es el de distribuir las inyecciones en un tiempo
prudencial no menor de 24 h, garantizando los niveles altos
de la hormona en la sangre. EI nimero necesario de inyeccio-
nes y el intervalo entre inyecciones va a depender también de
la especie, el grado inicial de madurez y la temperatura del
agua.

La variabilidad en la respuesta a los tratamientos aplica-
dos a las hembras de L. guttatus se puede deber a diferencias
durante la estimulacion final. En algunas especies, la GCh
tiene una baja biopotencia y se requieren dosis altas o inyec-
ciones multiples. En el tercer experimento, los peces se
inyectaron dos veces y el estimulo del tratamiento hormonal
se mantuvo por un periodo mas largo. La gran cantidad de
huevos desovados y los altos porcentajes de fertilizacion rela-
cionados con altas dosis de GCh (900 + 700 Ul GCh kg PC)
demuestran que el estimulo se sostuvo el tiempo suficiente
para producir buenos resultados. Probablemente la utiliza-
cién de capsulas liberadoras conteniendo GnRHa, LHRHa o
la misma GCh como tratamientos sea una forma mas efectiva
de estimulacién (Mugnier et al. 2000). Zohar y Mylonas
(2001) sugieren utilizar estos sistemas liberadores para evitar
la necesidad de tratamientos multiples e inducir desoves
maultiples en peces con una fisiologia ovarica asincrénica o
sincrénica por grupos mdltiples. Ibarra-Castro y Duncan
(2007) e Ibarra-Castro y Alvarez-Lajonchere (2009) demos-
traron que dosis variables de GnRHa inducen al desove en
hembras silvestres de L. guttatus con pesos relativamente
parecidos a los utilizados en este trabajo y con ovocitos
vitelégenicos tardios con un diametro de 0.430 mm. Ademas,
el modelo propuesto por Ibarra-Castro y Duncan (2007)
propone que las hembras con ovocitos con un didmetro entre
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in the laboratory during the natural spawning season, with
fish adapted to captivity conditions (environmental and
nutritional) appropriate for their maturation and spawning,
but that artificial stimulation is necessary outside the natural
spawning season.

In summary, to induce spawning of L. guttatus, in the
case of CPS we recommend using a dose of 4.0 mg kg PC
in one injection. In the case of hCG, we recommend a dose of
1600 1U kgt BW divided in two injections, the first contain-
ing 900 IU kg BW and the second, administered 24 h later,
700 IU kg™ BW. The hCG dose can be adapted by doing an
ovarian biopsy to determine the dose based on the maximum
diameter and degree of hydration of the oocytes. Neverthe-
less, it is important to continue with the standardization of
hormonal doses and to avoid the stress conditions generated
by the ovarian biopsy at 24 h in future studies.
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