CICTIMAR Qeedyidas Fol. 30 No. 2
TSI 24d8-21 23 Julio - Diciembre
Mips Aoceandes.imoms 2015

Cenfro nferdisciplinegic de Clewrias Marives
htfps Aol or g/ 10 275 G rorearides. v 702, T 42

» CICIMAR

'OCEANIDES

DESARROLLO EMBRIONARIO DEL MERO PIEDRERO
Epinephelus labriformis (JENYNS, 1840) Y DESCRIPCION DEL
ELEUTEROEMBRION

Torres-Hernandez, Pablo!, Paulina Cebada-Martinez?, Diego A. Girén-Cruz?,
German 1. Garrido-Fariia* & Carlos A. Alvarez-Gonzalez®
'Instituto de Industrias, Universidad del Mar. Ciudad Universitaria, Puerto Angel, Municipio de San Pedro Pochutla
Oaxaca, México. Tel (958) 5843057. Programa de Ingenieria en Acuicultura, Universidad del Mar. *Programa de
Biologia Marina, Universidad del Mar. “FES Cuautitlan, Universidad Nacional Autonoma de México. "DACBIOL:
Universidad Juarez Autdnoma de Tabasco. email: torresp@angel.umar.mx.

RESUMEN. A partir del desove inducido y la fertilizacion in vitro del huevo del mero piedrero Epinephilus
labriformis se describe el desarrollo embrionario y el eleuteroembrion. La induccion a la maduracion y desove
se realizd con dos inyecciones de 700 Ul GCH kg™, se procedio a realizar el desove y fertilizacion in vitro. El
huevo se coloco en incubadoras de 6 L, a 35 UPS y se cultivo a 23, 24, 25 y 27°C hasta la eclosion. Se realizo la
descripcion de los estadios de segmentacion, gastrulacion, nerula y hasta la eclosion del eleuteroembrion a 25°C.
Se reporta el promedio + desviacion estandar del didmetro de huevo, el didmetro de la gota de aceite, la longitud
notocordial y la apertura de la boca. El huevo de E. labriformis es pelagico, con corion liso y con una sola gota
de aceite en posicion central. El diametro del huevo fue 726.1 + 18.4 um y de la gota de aceite 135.5+ 17 um. En
el cultivo a 25° C, la primera segmentacion se observo a los 40 min, siendo la discoblastula evidente a tres horas
despues la fertilizacion. La nerula con vesiculas opticas, somitas bien definidos y con presencia de melanéforos a
las 25 horas, eclosionando a las 27 horas posteriores a la fertilizacion. La longitud notocordal fue 1,327 + 186.3
um, diametro de la gota de aceite de 131.3 + 17.1 um, longitud del saco vitelino de 526.2 + 72.8 um y su altura
359.6 + 74.6. La ecuacion que describe el tiempo de eclosion (T)) con respecto a la temperatura de incubacion
(T,,) fue: T=119.68+(3.5793xT, ), en el intervalo de 23 a 27°C. La descripcion del desarrollo embrionario y del
eleuteroembrion contribuye en ef conocimiento biologico de la especie y en el desarrollo de metodologias para
su reproduccion controlada y cultivo larval.

Palabras clave: Ontogenia, huevo, embrion, larva, Serranidae.

Embryonic development of the starry grouper Epinephelus labriformis
(Jenyns, 1840) and description of its eleutheroembryo

ABSTRACT. From the induced spawning and in vitro fertilization of the eggs of the starry grouper Epinephelus
labriformis the embryonic development and the eleutheroembryo were described. The spawning induction was
performed with two injections of 700 Ul GCH-kg™! to carry out spawning and artificial fertilization. The viable
eggs were placed in incubators of 6 L with 35 UPS and raised at 23, 24, 25, and 27 °C. A chronological descrip-
tion of segmentation stages, gastrulation, and nerula was made until hatching of the eleutheroembryo at 25°C.
The average + standard deviation of the egg diameter and the diameter of oil drop from the eleutheroembryo
were reported along with the notocordial length, yolk sac length, and diameter of the eleutheroembryo’s oil drop.
The egg is pelagic, spherical, transparent, smooth chorion with only one oil drop in a central position. The aver-
age diameter of the eggs is 726.1 + 18.4 um and 135.5 + 17 um for the oil drop. At 25°C the first segmentation
was observed after 40 minutes post fertilization and the discoblastula is evident at 3 hours post fertilization. The
nerula with optical vesicles, well-defined somites, and the presence of melanophores was observed at 25 hours.
Eggs hatched at 27 hours post fertilization. The notochord average length of the eleuteroembryo was 1,327 +
186.3 um, the diameter of the oil drop is 131.3 + 17.1 pm. The length of the yolk sac is 526.2 + 72.8 um and its
height is 359.6 + 74.6 um. The equation that describes hatching time (T ) with respect to the temperature (T, )
was: T, = 119.68 — (3.5793 x T, ) in an interval of 23°C to 27°C (n=8; r*=0.8631; p=0.0008). The description of
the embryonic development and eleutheroembryo contribute to the biological knowledge of the species and the
development of methods the controlled reproduction and larviculture of E. labriformis.

Keywords: Ontogeny, egg, embryo, larvae, Serranidae.
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INTRODUCCION

Los meros son especies longevas, caracterizadas
como depredadores activos por encontrarse en los
niveles superiores de la cadena alimentaria, siendo
un componente ecologico importante en las comuni-
dades arrecifales (Aburto-Oropeza et al., 2008). Los
meros del género Epinephelus (Perciformes: Serra-
nidae) son peces demersales que se distribuyen en
zonas tropicales y subtropicales (Fisher et al., 1985).
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Tienen importancia econémica por que representan
un recurso pesquero artesanal y de pesca deportiva
(Aburto-Oropeza et al., 2008); existe también in-
terés en el desarrollo de tecnologias para su cultivo
(Marino et al., 1998; Tucker, 1998).

El mero piedrero Epinephelus labriformis (Jen-
ys, 1840) es una especie comun en las comunidades
arrecifales a profundidades de 3 a 30 m, localizadas
en las costas del Pacifico tropical, desde Baja Cali-

Fecha de aceptacion: 03 de noviembre 2015


https://oceanides.ipn.mx
https://doi.org/10.37543/oceanides.v30i2.149

28 Torres-Hernandez et al.

fornia, México hasta Pert, incluyendo las islas cos-
teras de Cocos, Revillagigedo y las Islas Galapagos
(Fisher et al., 1985).

Los huevos de estos peces son pelagicos y sus
larvas planctonicas; cuando son juveniles, buscan
arrecifes en aguas mas someras o areas protegidas
como manglares, para encontrar refugio y alimento
(Aburto-Oropeza et al., 2008). Craig et al. (20006)
sugieren que los estadios larvales prolongados de E.
labriformis, le permiten tener poblaciones genética-
mente homogéneas a través de zonas de transicion
del Pacifico tropical oriental. Por su parte, Craig
& Hastings (2007) indican que E. labriformis se
encuentra mas relacionado filogenéticamente con
E. clippertonensis y E. analogus distribuidos en
Pacifico tropical oriental, que con E. adscensionis,
E. morio, E. striatus y E. guttatus, distribuidos en
el Golfo de México y Caribe. Considerando lo an-
terior, el conocimiento de la biologia basica de la
especie en relacion con su reproduccion y su desar-
rollo ontegenético temprano es limitado, por lo que
el presente trabajo muestra la descripcion del desar-
rollo embrionario y el eleuteroembrion a partir del
desove inducido y la fertilizacion in vitro del huevo
del mero piedrero E. labriformis, con el fin de esta-
blecer el tiempo de eclosion y de esta manera apor-
tar referencias bésicas para lograr la reproduccion
en cautiverio y el larvicultivo.

MATERIAL Y METODO

Se capturaron reproductores de E. labriformis
en aguas adyacentes a la “La tijera” en Puerto An-
gel, Oaxaca (15°4125.5 N y 96°26°27.7 W). Los
reproductores, seis hembras (con tallas de 23 a 25
cm) y seis machos (con tallas de 29 a 31 cm) fueron
capturados con anzuelo y lineas de monofilamento
a una profundidad de 6 a 14 m. Una vez concluida
la captura fueron transportados con aireacion suple-
mentaria al Laboratorio de Acuicultura de la Univer-
sidad del Mar campus Puerto Angel, Oaxaca.

Se seleccionaron dos hembras considerando
la presencia de ovocitos postvitelogénicos de 400
a 430 um de diametro, previamente obtenidos por
biopsia ovarica que consistié en colectar ovocitos
intraovaricos mediante un catéter de polietileno con
didmetro de 1.2 mm. Las hembras fueron induci-
das a la maduracion con dos inyecciones intramus-
culares de 700 UI GCH-kg! hembra, aplicandose
la segunda dosificacion a las 24 horas de acuerdo
con Tucker ef al. (1991). Obtenida la ovulacion se
procedié a realizar un masaje abdominal para ex-
traer los huevos. La fertilizacion in vitro se realizod
afiadiendo 0.01 ml de esperma extraido de un macho
maduro. Se seleccion6 el huevo viable de acuerdo
a Alvarez-Lajonchere y Hernandez Molejon (1994)
y se colocod en incubadoras McDonald de 6 L, con
agua marina filtrada a 10 um. Para el estudio se dis-
efié un experimento para evaluar el efecto de la tem-
peratura a 23, 24, 25 y 27° C a partir de la obtencion

de los huevos fertilizados, para lo cual se utilizaron
termostatos de 100 watts con el fin de regular la tem-
peratura El tiempo de eclosion (TE) se determind
desde la fertilizacion hasta que el 100% de las larvas
eclosionaron. Para la descripcion durante el desar-
rollo y el célculo de la temperatura 6ptima de in-
cubacion, se realiz6 un andlisis de regresion lineal
simple considerando como variable independiente
la temperatura de incubacién (T, ) y como variable
dependiente, el tiempo de eclosion (T ).

Asimismo, se realiz6 la descripcion cronologica
de los estadios de segmentacion, gastrulacion, neru-
la hasta la eclosion del eleuteroembrion a 25°C. Para
cada una de las muestras obtenidas se midio el dia-
metro de huevo y el didmetro de la gota de aceite;
al eclosionar se obtuvo la longitud notocordial, la
longitud y altura del saco vitelino, la posicion y dia-
metro de la gota de aceite del eleuteroembrion, asi
como el nimero de miomeros en la regiones preanal
y postanal. Al abrir la boca se midieron la longitud
y el ancho del maxilar superior y se calcul6 la aber-
tura bucal de acuerdo a Shirota (1970). Las medidas
se obtuvieron a partir de microfotografias realiza-
das en un microscopio optico (Olympus BX51) con
una camara digital (Olympus E-30), y utilizando el
programa Axionvision®, registrandose promedio y
desviacion estandar.

RESULTADOS

El huevo de E. labriformis se caracteriza por
ser pelagico, con corion liso, no adhesivo, esférico,
transparente, con una sola gota de aceite en posicion
central y un espacio vitelino reducido (Fig. 1a). El
diametro promedio + desviacion estandar del huevo
es 726.1 = 18.4 um y de la gota de aceite 135.5 £
17 um.

El desarrollo embrionario observado en E. labri-
Jformis durante la incubacion a 25° C, evidencié una
segmentacion meroblastica, observandose la prim-
era segmentacion y sus dos blastomeros resultantes
a 30 min después post fertilizacion (Fig. 1b). La
segmentacion sucedid aceleradamente dando lugar
al segundo clivaje despues de 15 min adicionales
(Fig. 1c), con una division transversal al primer eje
de division. El tercer y cuarto clivaje estan presentes
a 70 min de iniciado el desarrollo (Figs. 1d y le). A
las tres horas post fertilizacion, la discoblastula esta
plenamente formada (Fig. 1f) y el blastodermo se
eleva formando una estructura semejante a un domo,
dando lugar al periblasto (Fig. 2a).

En la gastrulacion, se observo el movimiento
de epibolia, extendiéndose el blastodermo sobre el
vitelo (Fig. 2b). Al concluir los movimientos gastru-
latorios de elongacion es evidente la formacion del
embrion temprano, destacando el hemisferio cere-
bral en la region anterior, asi como en la region pos-
terior, la caudal (Fig. 2c). La nerula presenta dife-
renciadas las capsulas oOpticas y oticas (Fig. 2d). Se
desarrolla la segmentacion mesodérmica y la nerula
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Figura 1. Desarrollo del huevo fecundado a discobléstula. a) huevo fecundado, b) primer clivaje, c) segundo clivaje, d) tercer

clivaje, e) cuarto clivaje y f) discoblastula. Barra (500 pm).

presenta somitas bien definidos y con presencia de
melanoforos a las 25 horas post fertilizacion (Fig.
2e). Previo a la eclosion se observo la separacion
de la region caudal del embrion del saco vitelino,
con movimientos breves del embrion anunciando la
proximidad de la eclosion. Los eleuteroembriones
iniciaron la eclosion a las 27 horas post fertilizacion,

en la fig. 2f es notorio el rompimiento del corion
dando principio a la liberacion del eleuteroembrion.

El tiempo hasta obtener la eclosion (T) fue
inversamente proporcional a la temperatura de in-
cubacion (T, ). El mayor tiempo de eclosion se
encontrd a 23°C con un promedio de 35.6 = 4.8 h,
mientras que a 25° C la eclosion se obtuvo a las 29.7

Figura 2. Desarrollo del embrion a eclosion. a) Discoblastula, b) gastrula, ¢) esbozo embrion, d) nerula tardia, ) somitos y f)

eclosion. Bar (500 pm).
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+ 5.2 h, y finalmente la eclosion mas rapida fue en la
incubacion a 27°C a las 22.5 + 0.7 h (Fig. 3).

Dentro del intervalo de 23 a 27° C, la ecuacion
que describi6 el tiempo de eclosion (T) con respecto
la temperatura de incubacion (n = 8; 1> = 0.86; p =
0.0008), fue: T =119.68 —(3.60 x T, ).

El eleuteroembrién tiene un cuerpo moderada-
mente alargado y comprimido, presentando un saco
vitelino que se extiende por delante de la cabeza
con una gota de aceite que se encuentra en la region
posterior del saco. Alrededor del eleuteroembrion
se observa un saco dérmico que recubre el cuerpo,
principalmente visible en la region dorsal y caudal
(Fig. 4a). Se observan dos regiones de pigment-
acion, con un melanéforo en la region posterior del
saco vitelino y otro en la region ventral del noto-
cordio medio. Son evidentes los latidos cardiacos,
asi como es capaz de responder con movimientos
corporales a estimulos mecanicos.

Al eclosionar, el eleuteroembrion temprano pre-
sentd una longitud notocordal de 1,327 + 186.3 um,
con un didmetro de la gota de aceite de 131.3 = 17.1
um, la longitud del saco vitelino de 526.2 + 72.8 um
y altura de 359.6 + 74.6.

El eleuteroembrion se caracterizd por una ab-
sorcion rapida del saco vitelino y de la gota de
aceite (Fig. 4). A las primeras horas de eclosionado,
es notorio el desarrollo del cristalino en el embudo
optico, y aunque los 0jos no se encuentran pigmen-
tados (Fig. 4b), al concluir el periodo los ojos estan
totalmente pigmentados (Fig. 4d).

Posterior a la eclosion, la cavidad bucal inicia
a formarse, presentandose los primeros esbozos
de la mandibula (Fig. 4c). De igual forma, el tubo
digestivo se hace evidente (Fig. 4b), engrosandose
ligeramente, y desarrollandose el esbozo primario
del estomago y concluyendo en el ano (Fig. 4d). El
nimero de miomeros en la region preanal fue de 11

y en la postanal de 14.

Las aletas pectorales se desarrollan y se obser-
van activas (Fig. 4c). El melandforo localizado en
la region ventral del notocordio medio se expande
lateralmente y pigmenta la region dorsal del noto-
cordio, asi como el melanoforo del saco vitelino,
cubre la region de la gota de aceite aun remanente,
y situada por debajo de la aleta pectoral (Fig. 4d).

La abertura bucal se observo al tercer dia y fue
de 226.3 pm. La boca se extiende hasta el borde an-
terior de los ojos con un longitud del maxilar supe-
rior de 160 pm y un ancho de 470 um (Fig. 5a 'y 5b).
Se observaron estructuras, posiblemente pilosas, lo-
calizadas entre el maxilar superior y los l6bulos ocu-
lares, en la region del primordium nasal (Fig. 5c¢).
En este momento la larva tiene los 16bulos opticos
pigmentados y el cristalino desarrollado, la boca y
el tubo digestivo de la larva se encuentran formados,
asi como es capaz de localizar y desplazarse para
capturar a su presa y dar inicio a su alimentacion
exogena (Fig. 5d).

DISCUSION

El huevo de E. labriformis presenta las mismas
caracteristicas descritas del género Epinephelus; sin
embargo, con respecto al diametro del huevo de E.
labriformis (726 um) es relativamente mas pequeiio
en comparacion a E. septemfasciatus 820 um (Kita-
jima et al., 1991), E. akkara 825 um (Tseng & Ho,
1988), E. fario 850 um (Yeh et al., 1987), E. fus-
coguttatus 890 um (Kohno et al., 1990), E. tauvina
917 um (Tucker & Woodward, 1996), E. striatus
920 um (Tucker et al., 1991), E. guttatus 944 um
(Tucker, 1998) y E. amblycephalus 1000 um (Tseng
& Poon, 1983).

El tiempo de eclosion encontrado en E. labrifor-
mis es consistente con lo reportado para especies del
mismo género (Tucker, 1991; Tseng & Poon, 1983;
Chen et al., 1977). En el caso de la incubacién a
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Figura 3. Relacion entre la temperatura de incubacién (T, ) y el tiempo de eclosion (T,) de Epinephelus labriformis (n = 8; r* =

0.86; p = 0.0008).
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Figura 4. Desarrollo del eleuteroembrion. a) larva recién eclosionada, b) ldbulos opticos sin pigmentar, ¢) formacion aletas pec-
torales y d) desarrollo del tracto digestivo y ojos pigmentados. Bar (500 um).

27-28°C, los tiempos de eclosion de E. labriformis De acuerdo a Ma et al. (2013), el eleuteroem-

(22.5 hrs a 27°C) coinciden con los obtenidos en E. bridon de las especies de Epinephelus distribuidas

striatus de 23 a 25 horas (Tucker, 1991) y de 21.5 en el indopacifico, se encuentran en el intervalo de

horas en E. amblycephalus (Tseng & Poon, 1983) a 1.4 a 1.98 mm de longitud notocordial, por lo que el

incubacion a 28°C; asi como con E. tauvina de 24 eleuteroembrion de E. labriformis con una longitud

horas a 27°C (Chen et al., 1977). notocordial de 1.3 mm representaria la especie mas
pequeiia de Epinephelus.

Figura 5. Apertura de la boca de Epinephelus labriformis. a) Lonéitud del maxilar superior 160 pm, b) ancho del maxilar 420
um, c) estructuras pilosas en la region del primordium nasal, d) larva de E. labriformis. Bar (500 pm).
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Por su parte, Ma et al. (2013) describen al eleu-
teroembrion recién eclosionado de Epinephelus con
carencia de ojos pigmentados y aun sin el bosquejo
del desarrollo de boca y aletas, como se observo en
E. labriformis, por lo que el desarrollo ontogenético
a partir de este periodo evidencio la capacidad de
desplazamiento, de la vision y el funcionamiento
del tracto digestivo, lo que le confiere al eleutero-
embrion la capacidad de capturar su primer ali-
mento exogeno entre los 2 y 4 dias posteriores a la
eclosion, una vez que el vitelo y la gota de aceite han
sidos consumidos, lo que concuerda con lo descrito
por Tucker (1998), y Kawabe y Kohno (2009) para
otras especies de peces marinos.

El proceso de apertura de la boca coincide a lo
reportado por Kohno et al. (1997) en Epinephelus
coioides, que establecen la presencia de elementos
6seos (maxilar y premaxilar) a 6 horas antes de la
apertura de oral, y concluida a 54 horas después de
la eclosion. En E. labriformis, durante el periodo
de abertura oral, se observaron estructuras, posible-
mente pilosas en la region del primordium nasal; sin
embargo, no se encontr6 informacion precedente de
estas estructuras en otras especies, por lo que se re-
quiere profundizar en este aspecto.

Por otra parte, el eleuteroembrion de E. labrifor-
mis presento los patrones de pigmentacion generales
de Epinephelus para esta etapa (Kohno et al., 1993;
Kawabe & Kohno, 2009), como son la presencia
de melanoforos en la parte dorsal del intestino y un
conjunto de melanoforos en la region ventral del no-
tocordio medio. Asimismo, el numero de miomeros
preanales (11) y postanales (14) coinciden con lo re-
portado para otras especies del género Epinephelus
(Leis & Carson-Ewart, 2000).

La obtencion de eleuteroembriones de E. labri-
formis permitié observar el momento de la abertura
de la boca que se presento al tercer dia después de
la eclosion, en este momento la larva tiene la ca-
pacidad para capturar a sus presas e iniciar la ali-
mentacion exdgena; adicionalmente, la abertura de
la boca presupone un tamafio de presa inicial entre
90y 100 um, por lo que podrian ser alimentadas con
larvas trocoforas de moluscos bivalvos, copépodos y
rotiferos en su primera alimentacion (Tucker, 1998).

CONCLUSION

El huevo y la larva de E. labriformis presenta
las caracteristicas propias del género Epinephelus,
pero se caracteriza por presentar un didmetro menor
del huevo y del eleuteroembrion. De esta manera, la
descripcion del desarrollo embrionario y del eleu-
teroembrion contribuye en el conocimiento biologi-
co y ecoldgico de la especie, asi como en el desar-
rollo de métodos para su reproduccion controlada y
su cultivo larval.
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