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ABSTRACT. Natural spawning of the leopard grouper (Mycteroperca rosacea) was studied in captivity from 2004 to 2008 under natural pho-
toperiod conditions. Fish spawned naturally in 2006, but only 90,000 unfertilized eggs were collected. A total of 43 and 27 spawning days
were observed in 2007 and 2008, respectively. Spawning season began in March and lasted until May—June and was related to an increase in
water temperature from 21.1 to 23.8 °C. The mean (SE) number of eggs released each day was 101,705 (13,876) in 2007 and 40,510 (7,874) in
2008, and the total number of eggs collected in 2007 and 2008 was 4.37 x 10° and 1.07 x 109, respectively. The number of eggs collected per
month was not significantly different within each year (P > 0.05), although a significant difference was observed between 2007 and 2008 (P <
0.05). The annual relative number of eggs released was 288,750 eggs-kg™' in 2007 and 72,919 eggs-kg' in 2008, and viable egg production was
184,800 eggs kg in 2007 and 25,375 eggs kg in 2008. The fertilization rate (%) of the eggs collected daily differed significantly throughout
the spawning season of 2007 (P < 0.05). The fertilization rate also differed (P < 0.05) between 2007 (61.10%) and 2008 (32.30%). Statistical
analysis of the 2 consecutive spawning seasons indicated no correlation between the fertilization rate and fecundity. The effect of the moon
phase on spawning was also considered. The fish spawned at dusk before total darkness. Mean (SD) egg diameter was 864.0 + 22.0 um.
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RESUMEN. Se estudié el desove natural de la cabrilla sardinera, Mycteroperca rosacea, en cautiverio, de 2004 a 2008 en condiciones naturales
de luz y temperatura. Los peces desovaron naturalmente en 2006, pero solo se recolectaron 90,000 huevos no fertilizados. Se observo un total de
43 dias de desove en 2007 y 27 dias en 2008. La temporada de desove comenzd en marzo y se prolongd hasta mayo-junio, lo cual se relaciond
con un aumento en la temperatura del agua de 21.1 a 23.8 °C. La media (error estandar) del nimero de huevos liberados diariamente fue de
101,705 (13,876) en 2007 y 40,510 (7,874) en 2008, y el nimero total de huevos recolectados fue de 4.37 x 10°y 1.07 x 10, respectivamente.
El niimero de huevos recolectados por mes no fue significativamente diferente dentro de cada afio (P > 0.05), pero si al comparar 2007 y 2008
(P <0.05). La puesta relativa anual fue de 288,750 huevos-kg™' en 2007 y 72,919 huevos-kg™' en 2008, y la produccion de huevos viables fue de
184,800 huevos-kg™' en 2007 y 25,375 huevos-kg ™' en 2008. La tasa de fertilizacion (%) de los huevos recolectados diariamente fue significati-
vamente diferente a lo largo de la temporada de desove de 2007 (P < 0.05). La tasa de fertilizacion también difirid significativamente (P < 0.05)
entre 2007 (61.10%) y 2008 (32.30%). El analisis estadistico indic6 que no hubo correlacion entre la tasa de fertilizacion y el niimero de huevos
liberados en ambas temporadas de desove. El efecto de la luna sobre el desove también se analiza en el documento. Durante todo el estudio, los
peces desovaron al anochecer antes de la oscuridad total. El didametro medio (+ desviacion estandar) del huevo fue de 864.0 £ 22.0 um.

Palabras clave: Mycteroperca rosacea, puestas naturales, mero, produccion, fotoperiodo.
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INTRODUCTION

The leopard grouper, Mycteroperca rosacea (Streets
1877), is a member of the Epinephelidae family. The dis-
tribution of this species spans the Gulf of California to the
western Pacific coast of Mexico. Adult leopard groupers
form spawning aggregations from April to June in the Gulf
of California (Erisman et al. 2007), which increases their vul-
nerability to fishing pressure (Sala et al. 2004). As of 2018,
the leopard grouper has been listed as a species of “Least Con-
cern” on the Red List of the International Union for Conser-
vation of Nature (Erisman and Craig 2018). Due to the quality
of its meat, the leopard grouper is a highly valued resource
with a high market price, with reported landings of 200400 t
per year (Gonzalez-Cuellar et al. 2019). Prior to 2000, infor-
mation on this species was scarce and primarily related to
biological aspects such as feeding habits (Pelaez-Mendoza
1997). Since then, various studies of leopard grouper repro-
duction in the wild have been conducted.

In this study, we were able to verify the information that
has been generated to date regarding leopard grouper repro-
duction. The leopard grouper does indeed form large aggrega-
tions and spawns for long periods; however, leopard groupers
also aggregate outside of the spawning season, and the lunar
cycle and spawning do not appear to be synchronized (Erisman
et al. 2007). Leopard groupers are gonochoric (Erisman et al.
2008), and this species shows group-synchronous ovarian
development(Estrada-Godinez et al. 2011). In the wild,
leopard groupers have been observed to spawn from May to
June (Estrada-Godinez et al. 2011), March to May (Sala et al.
2003) or April to June (Erisman et al. 2007). In addition, dif-
ferences in bioindicators and biochemical variables have also
been observed throughout the reproductive cycle of this spe-
cies (Estrada-Godinez et al. 2014).

In recent years, the leopard grouper has been the subject
of multiple studies conducted under captive conditions. For
example, induced spawning of wild-caught fish was con-
ducted by administering 2 injections of 1,000 and 500 [U-kg!
of human chorionic gonadotropin (hCG; Gracia-Lopez et
al. 2004a). In another induction study with hCG and lutein-
izing hormone-releasing hormone analogue (LHRHa), better
results were obtained with females that were induced with
hCG (Kiewek-Martinez et al. 2010). Additionally, improve-
ments in larval and juvenile culture have resulted in the pro-
duction of thousands of juveniles (Gracia-Lopez et al. 2005).
The reproductive physiology of captive leopard groupers has
also been studied, specifically the roles of sex steroids (estra-
diol, testosterone, and 11 keto-testosterone) in the reproduc-
tive cycle (Maldonado-Garcia et al. 2018).

At the same time, great efforts have been made to increase
our current understanding of the different culture phases
for this species. For example, Gracia-Lopez et al. (2004a)
reported improved hatching rates at temperatures ranging
from 24.0 to 30.0 °C and improved yolk sac volume from
26.0 to 28.0 °C. In addition, higher temperatures and the
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INTRODUCCION

La cabrilla sardinera, Mycteroperca rosacea (Streets
1877), pertenece a la familia Epinephelidae. La distribu-
cion de esta especie se extiende desde el golfo de California
hasta la costa oeste del Pacifico mexicano. Los adultos de la
cabrilla sardinera forman agregaciones de desove de abril a
junio en diferentes sitios del golfo de California (Erisman et
al. 2007), lo que incrementa su vulnerabilidad a la presion
pesquera (Sala et al. 2004). Desde 2018, la cabrilla sardinera
ha figurado como “Preocupacién menor” en la Lista Roja de
la Union Internacional para la Conservacion de la Natura-
leza desde 2018 (Erisman y Craig 2018). Por la calidad de
su carne, la cabrilla sardinera es un recurso muy valorado
con un alto precio de mercado, con desembarques de entre
200 y 400 t anuales (Gonzalez-Cuellar et al. 2019). Previo
al afio 2000, la informacion sobre esta especie era escasa y
estaba relacionada con aspectos bioldgicos como los habitos
alimenticios (Pelaez-Mendoza 1997). Desde entonces, se
han realizado diversos estudios sobre la reproduccion de la
cabrilla sardinera en vida silvestre.

En el presente estudio pudimos verificar la informacion
que se ha generado a la fecha con respecto a la reproduccion
de la cabrilla sardinera. Esta especie, en efecto, forma grandes
agregaciones de desove durante periodos prolongados; sin
embargo, también se agrega fuera de los periodos de desove,
y el desove parece no estar sincronizado con el ciclo lunar
(Erisman et al. 2007). La cabrilla sardinera es gonocdrica
(Erisman et al. 2008) y muestra un desarrollo ovarico grupal
sincronico (Estrada-Godinez et al. 2011). Se ha observado
que la puesta de la cabrilla sardinera en vida silvestre ocurre
de mayo a junio (Estrada-Godinez et al. 2011), de marzo a
mayo (Sala et al. 2003) o de abril a junio (Erisman et al.
2007). Ademas, se han observado diferencias en los bioindi-
cadores y los parametros bioquimicos en el ciclo reproduc-
tivo de esta especie (Estrada-Godinez et al. 2014).

Actualmente, existen diversos estudios sobre la cabrilla
sardinera en condiciones de cautiverio. Por ejemplo, se indujo
el desove en hembras silvestres suministrando 2 inyecciones
de 1,000 y 500 Ul'kg" de gonadotropina coriénica humana
(hCG) con 24 h de diferencia (Gracia-Lopez et al. 2004a).
En otro estudio, en el cual la induccion se hizo con hCG y
la hormona liberadora de la hormona luteinizante (LHRHa),
las hembras inducidas con hCG produjeron mejores resul-
tados (Kiewek-Martinez et al. 2010). Ademas, las mejoras
en el cultivo de larvas y juveniles han permitido producir
miles de juveniles (Gracia-Lopez et al. 2005). También se
ha estudiado la fisiologia reproductiva de la cabrilla sardi-
nera en cautiverio, especificamente el papel de los esteroides
sexuales (estradiol, testosterona y 11-ketotestosterona) en el
ciclo reproductivo (Maldonado-Garcia et al. 2018).

Al mismo tiempo, se han realizado grandes esfuerzos
para mejorar nuestro entendimiento de las diferentes fases
de cultivo de esta especie. Por ejemplo, Gracia-Lopez et al.
(2004a) reportaron tasas de eclosion mejoradas a temperaturas


http://www.cienciasmarinas.com.mx/index.php/cmarinas

Gracia-Lopez et al.: Natural spawning of leopard grouper

salinity value of 32 resulted in the best larval growth and
hatching rates (Gracia-Lopez et al. 2004a). Larvae and juve-
nile production has also been achieved with fertilization,
hatching, and survival rates of 76.8%, 71.2%, and 1.38%,
respectively (Gracia-Lopez et al. 2005, Martinez-Lagos
and Gracia-Lopez 2009). However, despite these advances,
low larval survival at the first feeding remains problematic,
which has led to studies of enzymology, probiotics, and dis-
ease (Reyes-Becerril et al. 2008, 2011; Martinez-Lagos et al.
2014).

In grouper aquaculture, major limitations have led to
inadequate larval survival and inconsistent egg production
(Okumura et al. 2002). Capturing fingerlings to be raised
in captivity is not an optimal production strategy due to the
scarcity of these source organisms (Kungvankij et al. 1986,
Lim 1993). As such, reproduction has been studied in a large
number of species in captivity with the aim of obtaining
eggs. Lee and Yang (2002) and several studies have iden-
tified causes that prevent captive females from completing
oocyte maturation (Zohar and Mylonas 2001). In most cul-
tured marine fish species, it is sometimes necessary to manip-
ulate abiotic factors, such as the photoperiod or temperature
(Carrillo et al. 1989, Zanuy et al. 1995), or rely on exogenous
hormone treatments to stimulate final oocyte maturation and
ovulation (Mylonas and Zohar 2001).

One successful means to improve fecundity, fertilization,
and egg production is related to natural spawning, with the
broodstock being maintained in appropriately sized tanks
with optimum water conditions and nutritional requirements.
This method has been successfully implemented with various
grouper species (Toledo et al. 1993, James et al. 1997, Ranjan
et al. 2017) and appears to be a logistically feasible means to
obtain good quality eggs in adequate quantities (Mylonas et
al. 2004, Jerez et al. 2006).

In spite of the results that have been achieved in previous
studies with hormonal induction, much remains to be under-
stood about leopard grouper reproduction in captivity. To this
end, a long-term study was conducted to evaluate leopard
grouper maturation and natural spawning in captivity. This
study evaluated egg production and fertilization over mul-
tiple spawning seasons and determined which factors may
influence reproduction.

MATERIALS AND METHODS
Broodstock and husbandry

In May 2004, the broodstock used in this study (n = 17)
were captured by hook and line in the northern area of San
José Island, Baja California Sur (Mexico), and transported
to the facilities of the Centro de Investigaciones Biologicas
del Noroeste (CIBNOR) in cylindrical tanks (500 L) with
supplemental oxygenation. In the laboratory, the fish were
anaesthetized with 50 mg-L™' of tricaine methanesulfonate
(MS-222), weighed, and dorsally tagged with Spaghetti
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que oscilaron entre 24.0 y 30.0 °C y volumenes de saco vite-
lino mejorados a 26.0 y 28.0 °C. Ademas, las temperaturas
mas altas y la salinidad de 32 resultaron en una mejor tasa
de crecimiento y mejores tasas de eclosion (Gracia-Lopez et
al. 2004a). La produccion de larvas y juveniles se ha logrado
con tasas de fertilizacion, eclosion y supervivencia del
76.8%, 71.2% y 1.38%, respectivamente (Gracia-Lopez et al.
2005, Martinez-Lagos y Gracia-Lopez 2009). Sin embargo,
a pesar de estos avances, la baja supervivencia de las larvas
en etapas tempranas siguen siendo un problema, lo que ha
dado lugar a estudios de enzimologia, probidticos y enfer-
medades (Reyes-Becerril et al. 2008, 2011; Martinez-Lagos
et al. 2014).

En la industria del cultivo de meros, las grandes limita-
ciones han llevado a la inadecuada supervivencia larval y una
produccion de huevos inconsistente (Okumura et al. 2002).
La captura de juveniles silvestres para criarlos en granjas no
es una estrategia de produccion 6ptima debido a la escasez de
estos organismos (Kungvankij et al. 1986, Lim 1993). Lee y
Yang (2002) y varios estudios han identificado las causas que
impiden que las hembras en cautiverio completen la madu-
racion del ovocito (Zohar y Mylonas 2001). En la mayoria
de los peces de cultivo, a menudo es necesario manipular
los factores abidticos, como el fotoperiodo y la temperatura
(Carrillo et al. 1989, Zanuy et al. 1995), o acudir al uso de
tratamientos con hormonas exdgenas para estimular la madu-
racion final del ovocito y la ovulacion (Mylonas y Zohar
2001).

Un medio para mejorar la fecundidad, la fertilizacion y la
produccion de huevos es a través del desove natural porque
los reproductores se mantienen en tanques de tamaiio apro-
piado con condiciones optimas de agua y requerimientos
nutricionales. Este método ha sido exitoso con varias espe-
cies de mero (Toledo et al. 1993, James et al. 1997, Ranjan et
al. 2017) y parece ser una forma logisticamente factible para
obtener buena calidad de huevos en cantidades adecuadas
(Mylonas et al. 2004, Jerez et al. 2006).

A pesar de los resultados que se han obtenido en estu-
dios anteriores con induccion hormonal, ain falta mucho
por entender sobre la reproduccion de la cabrilla sardinera
en cautiverio. Con este fin, se llevo a cabo un estudio de
largo plazo para evaluar la maduracion y el desove natural
de la cabrilla sardinera en cautiverio. Este estudio evalu¢ la
produccion de huevos y la fertilizacion a lo largo de multi-
ples temporadas de desove y determino qué factores pueden
influir en la reproduccion.

MATERIALES Y METODOS
Reproductores y cultivo

En mayo de 2004, los reproductores utilizados en este
estudio (n = 17) fueron capturados con anzuelo en la zona

norte de la isla San José, Baja California Sur (México) y
fueron transportados al Centro de Investigaciones Biologicas
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FloyTags (Floy Tags & Mfg.; Seattle, WA, USA) for subse-
quent identification.

The fish were stocked in an outdoor circular tank (7 m?,
1 m depth) at a density of 1.40 kg'm~ under natural tem-
perature and photoperiod conditions. The group consisted of
14 females with a mean (SD) weight of 1.17 (0.36) kg and 3
males with a mean (SD) weight of 1.36 (0.15) kg. The fish
were fed on alternate days with frozen sardine and mackerel
to satiation. From 2004 to 2007, the fish remained outdoors,
after which they were transferred to a circular black fiber-
glass tank (7 m®) in a closed laboratory where they were kept
until 2009. Suitable water conditions were maintained by a
recirculation system composed of settler, filter, UV lamp,
and chiller equipment. With this system, physicochemical
parameters, such as temperature, dissolved oxygen, CO,,
ammonium nitrogen, nitrites, and nitrates, were controlled.
Supplemental oxygenation was provided via blower aeration.

Temperature was continuously measured by submers-
ible HOBO TidbiT temperature loggers (Onset; Bourne,
MA, USA); salinity was measured using a refractometer
(ATAGO:; Bellevue, WA, USA), and oxygen was measured
with a YSI 85 oximeter (Yellow Springs Instruments, Yellow
Springs, OH, USA). The mean water temperature during the
spawning period was 22.9 (1.2) °C and ranged between 21.1
and 23.8 °C. The annual water temperature and photoperiod
are shown in Figure 1. Salinity was 37 and dissolved oxygen
ranged from 5.3 to 6.2 mg-L".

Maturity

Individuals were weighed and sampled to determine
the maturation stage and sex in February, July, September,
and November 2007 and January 2008. Sperm samples
were taken by applying gentle abdominal pressure. Sperm
were collected in Eppendorf tubes for subsequent motility
observations. Gonad samples were obtained from females
by introducing a polyethylene cannula into the oviduct. To
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del Noroeste (CIBNOR) en tanques cilindricos de 500 L
provistos de oxigenacion suplementaria. En el laboratorio,
los organismos fueron anestesiados con 50 mg-L' de tricaina
metanosulfonato (MS-222), pesados y marcados en el dorso
con marcas Spaghetti Floy Tags externas (Floy Tags & Mfg.;
Seattle, WA, EE. UU.) para su posterior identificacion.

Los peces fueron colocados en el exterior en un tanque
circular (7 m’, 1 m de profundidad) a una densidad de
1.40 kg'm™ en condiciones naturales de temperatura y foto-
periodo. El grupo estaba formado por 14 hembras y 3 machos
con peso medio (desviacion estandar [DE]) de 1.17 (0.36) kg
y 1.36 (0.15) kg, respectivamente. Los peces fueron alimen-
tados en dias alternos con sardina congelada y caballa hasta
saciedad. De 2004 a 2007, los peces fueron mantenidos en
el exterior; luego, fueron transferidos a un tanque negro
cilindrico (7 m?®) en un laboratorio cerrado, donde se mantu-
vieron hasta 2009. Las condiciones de agua adecuadas y esta-
bles se mantuvieron a través de un sistema de recirculacion
compuesto por sedimentadores, filtros, lamparas de luz UV,
y enfriadores. Este tipo de sistema permite controlar los para-
metros fisicoquimicos, como temperatura, oxigeno disuelto,
CO,, nitrégeno amonico, nitritos y nitratos. La oxigenacion
suplementaria se proporcion6 con aireacion por sopladores.

Se midi6 diariamente la temperatura (registrador de tempe-
ratura sumergible HOBO TidbiT, Onset; Bourne, MA, EE.
UU.), la salinidad (refractometro ATAGO; Bellevue, WA, EE.
UU.) y el oxigeno disuelto (YSI 85, Yellow Springs Instru-
ments; Yellow Springs, OH, EE. UU.). La temperatura media
del agua durante el periodo de desove fue de 22.9 (1.2) °C, y
oscilo entre 21.1 y 23.8 °C. La temperatura del agua anual y el
fotoperiodo se muestran en la Figura 1. La salinidad fue de 37
y el oxigeno disuelto oscilo entre 5.3 y 6.2 mg-L.

Madurez

Los peces fueron pesados, y se tomaron muestras de las
gbénadas para determinar el estado de maduracion y el sexo
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Figure 1. Photoperiod (solid line) and temperature recorded in the tanks where the leopard groupers were maintained in 2007 (dashed line)
and 2008 (dotted line). Shaded area corresponds to the spawning season.

Figura 1. Fotoperiodo (linea continua) y temperatura registrados en los tanques donde se mantuvieron los ejemplares de cabrilla sardinera en
2007 (linea discontinua) y 2008 (linea punteada). El area sombreada corresponde a la temporada de desove.
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determine oocyte diameter and maturation stage, photo-
graphs of the samples were taken with a Coolsnap-Pro Color
camera (Media Cybernetics; Rockville, MD, USA) installed
on a Bx-41 microscope (Olympus; Tokyo, Japan) and ana-
lyzed using Image-Pro Plus (v.5.0, Media Cybernetics).

Egg collection and analysis

After spawning, buoyant eggs were passed through the
outlet pipe to the collector tank, where they were retained
by a mesh net (300 um). On each spawning day, the eggs
were collected in the morning, washed with sterile sea water,
and transferred to a tank (35 L) with aeration to estimate the
number of eggs released and fertilization rate (%). In this
study, the fertilization rate represents the eggs obtained on
a spawning day and does not represent the fertilization of a
particular female. The total number of eggs was estimated
by counting the eggs in 20 samples (15 ml). Mean (SD) egg
diameter was measured with Sigma Scan Pro 5.0 (Systat Soft-
ware; Chicago, IL, USA). The eggs were examined under the
microscope to monitor embryonic development, and the fer-
tilization rate was calculated following the early stages of
embryonic development. The eggs were individually placed
in 96-well microtiter plates (in replicates), with one egg per
well, and maintained at 23.0 £ 1.2 °C.

The fertilization rate was evaluated daily and was calcu-
lated as the number of fertilized eggs/total number of buoyant
eggs. The number of viable eggs was calculated by multi-
plying the total number of eggs by the fertilization rate. In
terms of egg production, the annual relative number of eggs
released (eggs-kg') and viable egg production (eggs-kg')
were calculated taking into account the total mass of females
(kg) in the tank. The time of day when spawning occurred
was determined when the first egg was collected in the col-
lector tank.

Statistical analysis

Monthly and annual differences in the number of eggs
released and the fertilization rate for the 2 spawning sea-
sons were analyzed by an analysis of variance (ANOVA,
P < 0.05). The effect of the moon on fecundity was deter-
mined through a one-way ANOVA, after recording the
number of eggs by moon phase and month. Significance was
determined with Statistica v.8.0 (StatSoft; Tulsa, OK, USA).
We modeled the expected fertilization rate using the gener-
alized linear model logit link function in R v.4.1.2 (RStudio
Team 2020) as a function of the spawning date and the
number of eggs released per day. We used residual deviance
to assess the goodness-of-fit and the chi-square test to eval-
uate the validity of the model.

Lunar phases were assigned as follows: 0 to the full moon
and values up to 29 for each successive date. Days were
grouped into 8 lunar phases adapted by Grant et al. (2009)
from Stolov (1965) and Bell and Defouw (1966). A circular
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en febrero, julio, septiembre y noviembre de 2007 y enero
de 2008. Se tomaron muestras de semen aplicando suave
presion abdominal, y las muestras se colocaron en tubos
Eppendorf para posteriormente observar la motilidad esper-
matica. Las muestras de gonadas de hembras se obtuvieron
introduciendo una canula de polietileno en el oviducto. Para
determinar el didmetro del ovocito y el estado de madurez,
se capturaron imagenes de las muestras con una camara
digital Coolsnap-Pro Color (MediaCybernetics; Rockville,
MD, EE. UU.) instalada sobre un microscopio optico Bx-41
(Olympus; Tokio, Japon), y las imagenes se procesaron con
el software Image-Pro Plus (v.5.0, MediaCybernetics).

Recoleccion y analisis de huevos

Después del desove, los huevos flotantes se pasaron a
través de la tuberia de salida al tanque recolector, donde se
retuvieron por una malla (300 pm). Los huevos fueron reco-
lectados todas las mananas de los dias de desove, lavados
con agua de mar estéril y transferidos a un tanque (35 L) con
aireacion para estimar el numero de huevos liberados y la
tasa de fertilizacion (%). En este estudio, la tasa de fertili-
zacion representa los huevos obtenidos en un dia de desove
y no representa la fertilizacion de una hembra en particular.
El numero total de huevos se calculé contando el nimero
de huevos en 20 muestras de 15 mL. El didmetro medio de
los huevos se midi6 con el programa Sigma Scan 5.0 (Systat
Software; Chicago, IL, USA). Los huevos fueron exami-
nados bajo el estereoscopio para monitorear el desarrollo
embrionario, y la tasa de fertilizacion se calculd tomando en
cuenta las primeras etapas del desarrollo embrionario. Los
huevos se colocaron individualmente en placas de microtitu-
lacion de 96 pocillos (en réplicas), un huevo por pocillo, y se
mantuvieron a 23.0 = 1.2 °C.

La tasa de fertilizacion se evalud diariamente y se calculo
como el numero de huevos fertilizados/huevos flotantes
totales. El nimero de huevos viables se calculé multipli-
cando el numero total de huevos por la tasa de fertilizacion.
En cuanto a la producciéon de huevos, se calcul6 el ntimero
relativo de huevos liberados anualmente (huevos-kg') y
la produccion de huevos viables (huevos-kg™') tomando en
cuenta la masa total de las hembras (kg) en el tanque. La hora
del dia en que se produjo el desove se determiné cuando se
recogi6 el primer huevo en el tanque recolector.

Analisis estadistico

Las diferencias mensuales y anuales en el ntimero de
huevos recolectados y la tasa de fertilizacion para las 2
temporadas de desove se examinaron utilizando un analisis
de varianza (ANDEVA, P < 0.05). El efecto lunar sobre la
fecundidad se determind mediante un ANDEVA de una via,
después de registrar el nimero de huevos por fase lunar y
mes. La significancia estadistica se determind mediante el
software Statistica v.8.0 (Stat Soft; Tulsa, OK, EE. UU.). Se
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histogram was plotted with bar length representing the cumu-
lative number of eggs released (x10°), the dashed lines and
dots representing the spawning frequency, and the color rep-
resenting the fertilization rate according to lunar phase. Data
were analyzed for possible correlations with the lunar phase
using Rao’s spacing test. In this case, significance was deter-
mined with P < 0.1 (Grant et al. 2009).

This study was conducted following the Guidelines of the
European Union Council (2010/63/EU) and Mexican Gov-
ernment (NOM-062—Z00-1999) for the production, care,
and use of experimental animals. Experimental protocols
and procedures were reviewed and approved by the aqua-
culture committee of CIBNOR. The authors confirm that the
ethical policies of the journal Ciencias Marinas, as noted in
the author guidelines, have been followed, and approval was
awarded by the appropriate ethical review committee.

REsuLTS
Spawning season

In 2006, 22 months after the start of the study, a batch
of 90,000 unfertilized eggs was obtained, representing the
only spawn of that year. No fertile eggs were collected until
2007. In that year, the first and last batches of eggs were col-
lected on 9 March and 29 June, respectively. In 2008, the first
spawning date was 12 March, and the spawning season ended
on 21 May. The spawning seasons took place during periods
in which temperatures increased (21.1 to 23.8 °C in 2007 and
21.2t0 23.6° C in 2008) as the photoperiod increased (Fig. 1).
Throughout the duration of this experiment, the first fertil-
ized eggs were collected just before total darkness, between
sunset and night, when it was impossible to see any signs of
courtship. Egg diameter ranged from 848.0 to 884.0 um with
amean (SD) of 864.0 £22.0 um.

Maturation

Fish sampled in February 2007 showed evidence of matu-
rity, albeit with males and females in different stages of matu-
rity. Eleven days after this sampling, the first spawning of the
year was observed. Oocyte size (mean + SD) ranged from
107 £42 to 554 + 103 um. In July 2007, only the males were
mature (flowing males); 4 females exhibited vitellogenic
oocytes, and 10 females showed previtellogenic oocytes. In
September and November 2007, no signs of maturity were
observed in any individual. In January 2008, 3 females
exhibited hydrated oocytes, although males were not mature
at this point.

Egg production

There were 43 and 27 spawning days in 2007 and 2008,
respectively, with a similar number of spawning days (9 to
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model6 la tasa de fertilizacion esperada usando la funcion
de enlace logit del modelo lineal generalizado en R v.4.1.2
(RStudio Team 2020) en funcién de la fecha de desove y el
numero de huevos liberados por dia. Se utilizo6 la desviacion
residual para evaluar la bondad de ajuste y la prueba de chi
cuadrada para evaluar la validez del modelo.

Para asignar las fases lunares, se asignaron valores del 0
al 29 a cada fecha, donde O representa luna llena, y los demas
valores, los dias sucesivos. Los dias se agruparon en 8 fases
lunares adaptadas por Grant et al. (2009) de Stolov (1965)
y Bell y Defouw (1966). El histograma circular se realizo
con la longitud de la barra que representa el nimero acumu-
lado de huevos liberados (x109), las lineas discontinuas y los
puntos que representan la frecuencia de desove y el color que
representa la tasa de fertilizacion segun la fase lunar. Los
datos se analizaron para determinar la posible correlacion
con la fase lunar utilizando la prueba de Rao. En este caso, se
supuso significancia con P < 0.1 (Grant et al. 2009).

Este estudio se llevo a cabo bajo los Lineamientos del
Consejo de la Union Europea (2010/63/EU) y el Gobierno
de México (NOM-062-ZO0O-1999) para la produccion, el
cuidado y el uso de animales de experimentacion. Los proto-
colos y procedimientos experimentales contaron con la revi-
sion y la aprobacion del comité de acuicultura del CIBNOR.
Los autores confirman que se cumplieron las politicas éticas
de Ia revista Ciencias Marinas, como se indica en las direc-
trices para autores, y que se recibio la aprobacion del comité
de revision ética correspondiente.

RESULTADOS
Epoca de desove

En 2006, luego de 22 meses desde el inicio del estudio,
ocurrid una puesta de 90,000 huevos no fecundados, el tnico
desove en ese afio. Los primeros huevos fértiles se reco-
lectaron hasta 2007. En ese afio, el primer lote de huevos
se recolectd el 9 de marzo y el tltimo se recolectd el 29 de
junio. En 2008, la fecha del primer desove fue el 12 marzo, y
la temporada de desove finalizé el 21 de mayo. Las épocas de
puesta ocurrieron en los periodos en los cuales la temperatura
aumentd (de 21.1 a 23.8 °C en 2007 y de 21.2 2 23.6 °C en
2008) con el incremento de las horas de luz (Fig. 1). Durante
este experimento, los primeros huevos fertilizados se reco-
lectaron justo antes de la oscuridad total, entre el atardecer y
el anochecer, cuando era imposible observar algin signo de
cortejo. El didmetro de los huevos presenté una media (+DE)
de 864.0 £22.0 um y un rango de 848.0 a 884.0 um.

Maduraciéon

Los peces muestreados en febrero de 2007 mostraron
evidencia de madurez, aunque diferentes estados de madurez
para los machos y las hembras. Once dias después de
este muestreo, se observd el primer desove de ese ano. El
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13 days) and eggs obtained each month, except in March
2008, when only 5 spawning days were recorded because
the spawning season began in the middle of that month.
The monthly and annual mean (SE) number of eggs per
spawning day and mean (SE) fertilization rate obtained in
2007 and 2008 are shown in Table 1. Large variation in
daily egg release was observed, with 18,560 to 471,000 eggs
released per day in 2007 (mean [SE]: 101,705 [13,876]) and
800 to 145,000 eggs released per day in 2008 (mean [SE]:
40,510 [7,874]) (Fig. 2). No consistent trend was recorded
throughout the spawning season. In all, 4.37 x 10° and 1.07 x
106 eggs were released in 2007 and 2008, respectively (Fig. 3,
Table 2). The annual relative number of eggs released was
288,750 eggs-kg' and 72,919 eggs-kg™ in 2007 and 2008,
respectively, while viable egg production was 184,800 and
25,375 eggs-kg™' in 2007 and 2008, respectively.

Statistical Analysis

The number of eggs collected per spawning day ranged
from 68,200 (April) to 144,600 (June) in 2007 and 38,900
(March) to 47,000 (May) in 2008. There were no statistically
significant differences within each year (P > 0.05; Table 1),
although significant differences were found between 2007
and 2008 (P < 0.05). A low fertilization rate was recorded
at the start of the spawning season that gradually increased,
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tamafio de los ovocitos (media + DE) oscil6 entre 107 £42 y
554 + 103 um. En julio de 2007, solo los machos estuvieron
maduros (machos fluyentes); 4 hembras mostraron ovocitos
vitelogénicos y 10 hembras mostraron ovocitos previtelo-
génicos. En septiembre y noviembre de 2007 no se observo
ningun signo de madurez en ningln individuo. En enero de
2008, 3 hembras mostraron ovocitos hidratados, pero los
machos aun no estaban maduros.

Produccion de huevos

Hubo 43 dias de desove en 2007 y 27 en 2008, con un
numero similar de dias de desove (9 a 13 dias) y huevos en cada
mes, excepto en marzo de 2008, cuando solo se registraron 5
dias de desove debido a que la temporada de desove comenzd
a mediados de ese mes. El numero medio mensual y anual de
huevos obtenidos por dia de desove (+ error estandar) y la tasa
de fertilizacion media (% error estandar) para 2007 y 2008 se
presentan en la Tabla 1. Hubo una gran variacion en la libera-
cion de huevos diaria, de 18,560 o 471,000 huevos liberados
por dia en 2007 (media [+ error estandar]: 101,705 [13,876])
y 800 a 145,000 huevos liberados por dia en 2008 (media [+
error estandar]: 40,510 [7,874]) (Fig. 2). No se observo ni
una tendencia constante durante la temporada de desove. El
numero total de huevos obtenidos fue de 4.37 x 10° en 2007
y 1.07 x 10% en 2008 (Fig. 3, Tabla 2). El niimero relativo

Table 1. Number of spawning days and eggs obtained per month. Mean (SE) eggs per release and
fertilization rate (F) per month obtained in 2007 and 2008.

Tabla 1. Numero de dias de desove y huevos liberados por mes. Numero medio (error estandar) de huevos
por puesta y tasa de fertilizacion (F) por mes obtenidos en 2007 y 2008.

Year Month Spawning days Eggs Eggs/release (x10%) F(%)
2007
March 11 1,045,667 95.0 (54.8)" 16.8 (20.0)*
April 13 886,111 68.2 (28.6)" 76.7 (24.0)
May 10 1,139,828 114.0 (132.0y° 80.6 (16.3)°
June 9 1,301,692 144.6 (121.0)° 71.0 (28.0)°
2008
March 5 194,870 38.9 (40.8)" 23.1 (38.5)°
April 12 428,373 35.7 (35.5)" 30.3 (33.1)"
May 10 470,537 47.0 (46.8)" 39.2 (34.6)"
Total 2007 43 4,373,298 101.7 (91.0) 61.1 (34.2)
Total 2008 27 1,093,780 40.5 (40.9) 32.3(33.8)

Means within a column followed by different letters are significantly different (P < 0.05).
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Figure 2. Eggs released each day in 2007 (black bars) and 2008 (grey bars) and the fertility rate in 2007 (black spots) and 2008 (grey spots)
based on leopard grouper natural spawning. The relationship between the number of eggs released and spawning date in 2007 (black dashed
line) and for the combined values of 2007 and 2008 (red dashed line) is shown based on the generalized linear models logit link function.

Figura 2. Huevos liberados por dia en 2007 (barras negras) y 2008 (barras grises) y tasa de fertilizacion en 2007 (puntos negros) y 2008
(puntos grises) con base en los desoves naturales de la cabrilla sardinera. Se muestra la relacion entre el nimero de huevos liberados y la
fecha de desove en 2007 (linea discontinua negra) y para los valores combinados de 2007 y 2008 (linea discontinua roja) con base en el
enlace logit del modelo lineal general.
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Figure 3. Leopard grouper eggs accumulated during the spawning season of 2007 and 2008) in captivity.
Figura 3. Huevos de la cabrilla sardinera acumulados durante la temporada de desove de 2007 y de 2008 en cautiverio.
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Table 2. Cumulative spawning parameters during 2 consecutive leopard grouper spawning seasons (2007 and

2008).

Table 2. Pardmetros acumulados de los desoves de la cabrilla sardinera durante 2 temporadas de desove

consecutivas (2007 y 2008).

Eggs released daily (x10° eggs)

Total eggs released (x10° eggs)

Annual relative number of eggs released (10° eggs-kg™)

Fertilization (%)

Viable egg production (10° eggs-kg™)

2007 2008
Mean (SE) Mean (SE)
101.70 (13.9)° 40.50 (7.8)°
437 1.07
288.00 73.00
61.10 (5.2) 32.30 (6.5)°
184.80 25.30

Statistically significant differences between the 2 years were present in the parameters examined (P < 0.05).

with significant differences between months in 2007 (P <
0.05). The fertilization rate exhibited higher daily variations
in 2007 than in 2008, and significant differences (P < 0.05)
were found between those 2 years, with the fertilization rate
decreasing from 61.1% in 2007 to 32.3% in 2008.

For 2007, a significant interaction between the fertiliza-
tion rate and spawning date was detected, but no relation-
ship was present between the fertilization rate and daily egg
release (Fig. 2). The same significant interaction between
fertilization rate and spawning date was detected for the
combined data of 2007 and 2008. The expectation did not
deviate from zero. Also, most residuals exhibited absolute
values smaller than 2. There appeared to be no influential
data points, and only 3 outliers without influence. The chi-
square test for residual deviance returned a P value of 0.99
for both models, so we can conclude that the model fits well.
For 2008, no relationship was observed between factors.

The spawning frequency was significantly different
according to the moon phase. More spawning days (9
days) were observed during the full moon phase compared
to the waning gibbous (4 days), waning crescent (3 days),
or first quarter (2 days) phases. Moreover, the number of
eggs released was significantly higher during the full moon
(1,067,696 eggs) and waning gibbous (742,876 eggs) phases
and significantly lower during the first quarter (107,222
eggs) phase when compared to those of the other moon
phases (371,540 to 637,046 eggs). No significant difference
was observed in the fertilization rate. Nonetheless, a ten-
dency toward greater fertilization from waxing gibbous to
third quarter phases can be observed in Figure 4.

DiscussIoN
Conditions for natural spawning in captivity

The acclimatization of organisms to captive conditions,
maturation, and successful natural spawning are influenced

anual de huevos liberados fue de 288,750 huevos-kg' en
2007 y 72,919 huevos-kg! en 2008, y la produccion de
huevos viables fue de 184,800 huevos'kg! en 2007 y
25,375 huevos-kg! en 2008.

Analisis estadistico

El nimero de huevos recolectados por dia de desove
vari6 de 68,200 (abril) a 144,600 (junio) en 2007 y de 38,900
(marzo) a 47,000 (mayo) en 2008. No hubo diferencias esta-
disticamente significativas dentro de cada afio (P > 0.05;
Tabla 1), pero si se observaron diferencias significativas
entre 2007 y 2008 (P < 0.05). Se registré una tasa de fertili-
zacion baja cuando comenzd la temporada de desove, y esta
aumentd gradualmente, con diferencias significativas entre
meses en 2007 (P < 0.05). La tasa de fertilizacion presentd
mayor variacion diaria en 2007 en comparacion con 2008, y
se encontraron diferencias significativas (P < 0.05) entre los
2 afios, con una disminucién del 61.1% en 2007 al 32.3% en
2008.

En 2007 hubo una interaccion significativa entre la tasa
de fertilizacion y la fecha de desove, pero no se detecté una
relacion entre la tasa de fertilizacion y el nimero de huevos
liberados diariamente (Fig. 2). La misma interaccion signi-
ficativa entre la tasa de fertilizacion y la fecha de desove
se detectd para los datos combinados de 2007 y 2008. La
expectativa no se desvid de cero. Ademas, la mayoria de los
residuos presentaron un valor absoluto menor que 2. Aparen-
temente, no hubo puntos de datos influyentes, solo 3 valores
atipicos sin influencia. La prueba de chi cuadrada para la
desviacion estandar residual arrojo un valor P de 0.99 para
ambos modelos, por lo que podemos concluir que el modelo
se ajustd bien. Para 2008, no se observd relacion entre
factores.

La frecuencia de desove fue significativamente diferente
segun las fases lunares. Se observaron mas dias de desove
(9 dias) durante la fase de luna llena en comparacion con
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by a large number of biological, physicochemical, and envi-
ronmental factors. For example, farmed fish can exhibit
reproductive problems if their environmental conditions
are suboptimal (Mustafa et al. 2015). As such, maintaining
individuals of different species under appropriate tem-
perature and tank conditions with proper feeding and care
can encourage spontaneous reproduction in captivity. Our
results have shown that the recirculating system employed
with the tanks (7 m?) used in this study was efficient and
produced desirable conditions for leopard grouper matura-
tion and natural breeding. Moreover, the feeding and pho-
toperiod regimes and oxygen, salinity, and temperature
conditions properly maintained the wild-caught broodstock
and allowed for reproduction with spontaneous spawning
to develop in this species. Spontaneous spawning has also
been reported in a large number of fish species including the
amberjack, Seriola dumerili (Jerez et al. 2006), and the fine
sole, Paralichthys adspersus (Angeles and Mendo 2005).
There are also many examples of grouper species in which
individuals were maintained in fiberglass tanks, cages, or
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Figure 4. Fecundity (cumulative number of eggs x10°), spawning
frequency (number of spawning days), and fertilization rate
of leopard grouper natural spawning according to moon phase.
FM: full moon; WnG: waning gibbous; 3Q: third quarter; WnC:
waning crescent; NM: new moon; WxC: waxing crescent; 1Q:
first quarter; WxG: waxing gibbous.

Figura 4. Fecundidad (nimero acumulado de huevos x10°),
frecuencia de desove (nimero de dias de desove) y tasa de
fertilizacion de los desoves naturales de la cabrilla sardinera segun
las fases lunares. FM: luna llena; WnG: gibosa menguante; 3Q:
cuarto menguante; WnC: luna menguante; NM: luna nueva; WxC:
luna creciente; 1Q: cuarto creciente; WxG: gibosa creciente.
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las fases gibosa menguante (4 dias), menguante (3 dias) o
primer cuarto (2 dias). Ademas, el nimero de huevos libe-
rados fue significativamente mayor durante las fases de
luna llena (1,067,696 huevos) y gibosa menguante (742,876
huevos) y significativamente menor durante el primer cuarto
(107,222 huevos) en comparacion con el numero de huevos
en las otras fases lunares (de 371,540 a 637,046 huevos). No
se hallaron diferencias significativas en la tasa de fertiliza-
cion. No obstante, se observo una tendencia a mayores tasas
de fertilizacion desde la fase gibosa creciente hasta la de
tercer cuarto (Fig. 4).

DiscusiON
Condiciones para el desove natural en cautiverio

La aclimatacion de los organismos a las condiciones de
cautiverio, la madurez gonadal y el desove natural estan
influenciados por un gran nimero de factores biologicos,
fisicoquimicos y ambientales. Por ejemplo, los peces criados
en cautiverio pueden presentar problemas reproductivos si
las condiciones ambientales no son adecuadas (Mustafa et al.
2015). Por tanto, el mantener a los individuos de diferentes
especies a temperatura y condiciones de tanque adecuadas
con una alimentacién y cuidados apropiados puede promover
la reproduccion espontanea en cautiverio. Nuestros resul-
tados comprueban que el sistema de recirculacion utilizado
en los tanques (7 m®) en este estudio fue eficiente y produjo
condiciones deseables para la maduracion y la reproduccion
natural de la cabrilla sardinera. Ademas, los regimenes de
alimentacion y fotoperiodo y las condiciones de oxigeno,
salinidad y temperatura fueron adecuados para el buen
mantenimiento de los reproductores silvestres y el desarrollo
de la reproduccion con desove espontaneo de esta especie. El
desove natural se ha reportado en un gran numero de especies
que incluye la seriola, Seriola dumerili (Jerez et al. 2000), y
el lenguado fino, Paralichthys adspersus (Angeles y Mendo
2005). Existen numerosos ejemplos de especies de cabrilla
en los que los individuos se mantuvieron en tanques de fibra
de vidrio, jaulas o tanques de concreto con sistemas de recir-
culacion (Toledo et al. 1993, James et al. 1997, Jagadis et al.
2006, Mathew 2010, Ranjan et al. 2017).

La dieta proporcionada durante este estudio estuvo
compuesta principalmente de sardina, caballa y calamar.
Esta dieta fue similar a las observadas en estudios de alimen-
tacion natural de poblaciones silvestres de M. rosacea con
organismos del mismo tamafio que aquellos utilizados en el
presente estudio (Peldez-Mendoza 1997, Pérez-Rojo 2016).
La dieta fue suficiente para mantener reproductores salu-
dables y lograr la maduracion y el desove. Sin embargo, se
necesitan mas estudios para desarrollar dietas artificiales que
mejoren la calidad y cantidad de desoves. A pesar de que se
conoce la importancia de la nutriciéon de los reproductores
sobre la calidad de los huevos y las larvas, y la fecundidad,
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concrete tanks with recirculation systems (Toledo et al.
1993, James et al. 1997, Jagadis et al. 2006, Mathew 2010,
Ranjan et al. 2017).

The diet provided during this study was mainly com-
posed of sardine, mackerel, and squid. This diet is similar to
those observed in natural feeding studies of wild M. rosacea
populations with organisms of the same size as those in the
present study (Peldez-Mendoza 1997, Pérez Rojo 2016). The
diet was sufficient for maintaining healthy broodstock and
achieving maturation and spawning. However, more studies
are needed to develop artificial diets that improve the quality
and number of spawns. Grouper nutrition has not been ade-
quately studied, although its importance to reproductive
organisms, the quality of eggs and larvae, and fecundity is
understood (Luo et al. 2005). During a natural spawning
study with Epinephelus tauvina, broodstock were fed a
variety of trash fish, cephalopods, vitamins E and B12, and
other nutritional supplements to provide eicosapentaenoic
acid, docosahexaenoic acid, and polyunsaturated fatty acids
(Mathew 2010).

The acclimatization time and maturation in captive fishes
depend on a variety of factors, which include facility con-
ditions, management, nutrition, and aspects related to the
biology of the species. Marine fishes like Solea solea (Ofelio
etal. 2020) and S. dumerli (Jerez et al. 2006) can take 2 and 6
years to mature in captivity, respectively. Groupers have been
described as species that can mature and naturally spawn in
captivity after a post-capture acclimatization period, which
has been found to be relatively short in Epinephelus suillus
(Toledo et al. 1993), Epinephelus polyphekadion (James et
al. 1997), and Epinephelus merra (Jagadis et al. 2006).

Reproductive cycle, spawning season, and the influence
of temperature, photoperiod, and moon phase

In the wild, leopard groupers have been observed to
spawn from May to June (Estrada-Godinez et al. 2011),
March to May (Sala et al. 2003), or April to June (Erisman
et al. 2007). Estrada-Godinez et al. (2011) observed tem-
peratures ranging from 21 to 25 °C and approximately
13 h of daylight in the spawning season. The differences
reported between spawning seasons could be due to differ-
ences in temperature or other variables between study sites.
Indeed, Sala et al. (2003) suggested that latitudinal differ-
ences in the Gulf of California, which are related to water
temperature, could result in differences in leopard grouper
spawning periods. In both the wild and captivity, the repro-
ductive cycle of the leopard grouper exhibits differences
in reproductive phases throughout the year (Erisman et
al. 2008, Estrada-Godinez et al. 2011). A period of rest
occurs from August until the oocytes begin to develop
in November (Kiewek-Martinez et al. 2010). This is fol-
lowed by a maturation period of 4 months, which begins as
the daylight hours and temperature begin to progressively
increase.
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la nutricion de meros no ha sido estudiada adecuadamente
(Luo et al. 2005). Durante un estudio del desove natural de
Epinephelus tauvina, los reproductores fueron alimentados
con morralla, pequeiios cefalopodos, vitaminas E y B12, y
otros suplementos nutricionales para proporcionar un enri-
quecimiento esencial dedcido eicosapentaenoico, acido
docosahexaenoico y acidos grasos poliinsaturados (Mathew
2010).

El tiempo de aclimatacion y la madurez de peces en cauti-
verio dependen de varios factores, como las instalaciones, el
manejo, la nutricion, y los aspectos biologicos de las espe-
cies. Los peces marinos como Solea solea (Ofelio et al. 2020)
y S. dumerli (Jerez et al. 2006) pueden tardar 2 y 6 afios en
madurar en cautiverio, respectivamente. Los meros han sido
descritos como especies que pueden madurar y desovar natu-
ralmente en cautiverio después de un periodo de aclimatacion
poscaptura, que puede ser relativamente corto en especies
como Epinephelus suillus (Toledo et al. 1993), Epinephelus
polyphekadion (James et al. 1997) y Epinephelus merra
(Jagadis et al. 20006).

Ciclo reproductivo, época de desove e influencia de la
temperatura, el fotoperiodo y la fase lunar

En la naturaleza, se ha observado que la cabrilla sardinera
desova de mayo a junio (Estrada-Godinez et al. 2011), de
marzo a mayo (Sala et al. 2003) o de abril a junio (Erisman
et al. 2007). Estrada-Godinez et al. (2011) observaron, en la
temporada de desove, temperaturas que variaron entre 21 y
25 °C y aproximadamente 13 h de luz (Estrada-Godinez et
al. 2011). Las diferencias en la temporada de desove entre
los diferentes estudios podrian referirse a diferencias en la
temperatura y otras variables entre los sitios de estudio. Sala
et al. (2003) sugirieron que las diferencias latitudinales en el
golfo de California, relacionadas con la temperatura del agua,
pueden provocar diferencias en los periodos de desove de la
cabrilla sardinera. El ciclo reproductivo de la cabrilla sardi-
nera en la naturaleza y en cautiverio muestra diferentes fases
reproductivas a lo largo del afio (Erisman et al. 2008, Estra-
da-Godinez et al. 2011). Hay un periodo de reposo, desde
agosto hasta noviembre, en el que los ovocitos comienzan a
desarrollarse (Kiewek-Martinez et al. 2010). Luego ocurre
un periodo de maduracion de 4 meses, que comienza cuando
las horas de luz y la temperatura aumentan progresivamente.

En el presente estudio, la maduracion final en las hembras
y lamaduracion completa en los machos se observo en febrero
de 2007 y enero de 2008 tras el analisis de los ovocitos.
Con base en los huevos recolectados, el desove comenzo en
marzo y durd hasta mayo-junio. Notamos que el comienzo de
la época de desove ocurrié conforme incrementé el fotope-
riodo, que puede ser lo que desencadena la madurez gonadal
después del solsticio de invierno. No obstante, se requieren
mas estudios para comprobar esta hipdtesis. De hecho, se
han realizado pocos estudios sobre la influencia del fotope-
riodo y la temperatura del agua en los meros a pesar de que
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In the present study, final maturation in females and full
maturation in males was observed in February 2007 and Jan-
uary 2008 through oocyte analyses. Based on the collected
eggs, the spawning began in March and carried through until
May-June. We noted that the onset of the spawning season
occurred as the photoperiod increased, which may be what
triggers gonadic maturity after the winter solstice. How-
ever, additional follow-up studies are needed to confirm this
hypothesis. Indeed, few studies have been conducted on pho-
toperiod and temperature in groupers despite these variables
being highly important to the reproductive process (Rimmer
and Glamuzina 2019). Kanemaru et al. (2012) observed
gonadal maturity in E. merra after induction with gonado-
tropin-releasing hormone agonists (GnRHa) and a long pho-
toperiod. The influence of temperature on maturation and
spawning remains largely unknown, although temperature
alone was insufficient to control gonadal development in
Epinephelus fuscoguttatus (Rimmer and Glamuzina 2019).

The spawning and daily egg release frequencies were sig-
nificantly different according to moon phases, although no
significant difference was observed in the fertilization rate
after analyzing 70 spawning days throughout the spawning
season. It should be noted that these results are based on the
effect of the moon on a group of fish and are not the result
of observations of individual fish. The lunar rhythm has been
found to influence the natural spawning of E. merra (Jagadis
et al. 2006) and E. tauvina (Mathew 2010) in captivity. In
another study, the relationship between spawning and the
lunar cycle was found to decrease throughout the experi-
mental period (Ranjan et al. 2017).

Egg production

Groupers generally acclimatize well to confinement and
can reproduce spontaneously under these conditions (Tucker
1994). The efficiency of egg production per animal was very
clear, which supports natural reproduction as an important
component of leopard grouper reproduction, especially when
considering the additional associated benefits such as lower
personnel, facility, and energy costs and less animal han-
dling. In 2007 and 2008, the total number of eggs released
during the spawning season was 4.3 x 10% and 1.0 x 10°,
respectively. In addition, natural spawning also resulted in
successful egg production.

In previous studies, a total of 47.00 x 10° eggs were col-
lected in a study with Epinephelus coioides (Ranjan et al.
2017), while 9.20 x 10 eggs were collected with E. tauvina
(Mathew 2010), and more than 17.00 x 10° eggs were col-
lected with E. polyphekadion (James et al. 1997). Great dif-
ferences in egg production are apparent among these studies,
as they focused on different species, individual sizes, con-
finement conditions, feeding methods, and facility condi-
tions. In this study, differences were present between 2007
and 2008, including significant differences in the number of
eggs collected and their fertilization rates. These differences
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estas variables son importantes en el proceso reproductivo
(Rimmer y Glamuzina 2019). Kanemaru et al. (2012) obser-
varon la maduracion en ejemplares de E. merra luego de la
induccion con un analogo de la hormona liberadora de gona-
dotropina (GnRHa) y un fotoperiodo largo. La influencia de
la temperatura sobre la madurez gonadal y el desove es poco
conocida, y la temperatura por si sola no fue suficiente para
controlar el desarrollo gonadal en Epinephelus fuscoguttatus
(Rimmer y Glamuzina 2019).

La frecuencia de desove y la frecuencia de la liberacion
de huevos diaria fueron significativamente diferentes segun
las fases lunares, aunque no se hallaron diferencias significa-
tivas en las tasas de fertilizacion luego del analisis de 70 dias
a lo largo de la temporada de desove. Cabe sefialar que estos
resultados se basan en el efecto de la luna sobre un grupo de
peces y no son los resultados de observaciones de peces indi-
viduales. Se ha encontrado que el ritmo lunar influye en el
desove natural de E. merra (Jagadis et al. 2006) y E. tauvina
(Mathew 2010) en cautiverio. En otro estudio, se encontrd
que la asociacion del desove con el ciclo lunar se debilitd
durante el periodo experimental (Ranjan et al. 2017).

Produccion de huevos

Los meros se aclimatan bien al confinamiento y gene-
ralmente pueden reproducirse espontaneamente en esas
condiciones (Tucker 1994). La eficiencia de la produccion
de huevos por animal fue muy clara, lo que respalda que la
puesta natural es un componente importante en la reproduc-
cion de la cabrilla, especialmente si se consideran los benefi-
cios asociados adicionales como menores costos de personal,
instalaciones y energia y menos manejo de animales. El total
de huevos liberados durante la temporada de desove fue de
4.3 x 10% en 2007 y 1.0 x 10° en 2008. Ademas, el desove
natural también dio resultados exitosos en la produccion de
huevos.

En estudios previos, se recolectaron un total de 47.00 x
10° huevos con Epinephelus coioides (Ranjan et al. 2017),
9.20 x 10° huevos con E. tauvina (Mathew 2010) y mas de
17.00 x 10% huevos en E. polyphekadion (James et al. 1997).
Son evidentes las grandes diferencias en la producciéon de
huevos entre estos estudios, pues utilizaron diferentes espe-
cies, tamanos de individuos, condiciones de confinamiento,
métodos de alimentacidon e instalaciones. En el presente
estudio hubo diferencias entre 2007 y 2008, incluso diferen-
cias significativas en el nimero de huevos recolectados y sus
tasa de fertilizacion. Estas diferencias pueden deberse a que
los animales fueron trasladados a un laboratorio cerrado en
2007 después de la época de desove. No obstante, las razones
de estas diferencias no son claras, ya que los parametros fisi-
coquimicos, la alimentacion y el manejo fueron similares en
ambos afios.

Es dificil comparar los resultados del presente estudio con
aquellos estudios que han empleado la induccién hormonal.
Los resultados aqui expuestos se obtuvieron de un grupo
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may be the result of the fish being moved to a closed labo-
ratory in 2007 after the spawning season. Nonetheless, the
reasons for these differences are not clear given that physi-
cochemical parameters, feeding, and handling were similar
in both years.

It is difficult to compare the results of the present study
to those of studies that have employed hormonal induction.
In this study, the results were obtained from a group of fish
and did not come from the data of individuals. However, the
collective results of all studies on this topic elucidate the
improvements that have been made with natural spawning
when compared to those of hormonal induction. The fecun-
dity and fertilization rates obtained after hormonal induction
with hCG and LHRHa in M. rosacea are highly variable and
range from 3 x 10° to 571 x 10* eggs per spawning (Kiewek-
Martinez et al. 2010), which resulted in the production of
3.70 x 106 viable eggs with 97 females and a low fertilization
rate. In general, studies of leopard grouper reproduction have
made the benefits of natural reproduction apparent given
that natural reproduction yields higher egg production with a
smaller number of specimens than does hormonal induction.

Estimated egg production was 288 x 10° and 73 x
10° eggs-kg™! in 2007 and 2008, respectively. Interspecific
variation in fecundity has been observed with other spe-
cies that show higher fecundity than the leopard grouper.
For example, annual relative fecundity values greater than
400,000 eggs-kg ™' and between 2.80 to 4.90 x 10° eggs-kg™
were observed with the red porgy (Pagrus pagrus; Mylonas
et al. 2004) and sharpsnout sea bream (Diplodus puntazzo;
Papadaki et al. 2008), respectively.

Number of spawning events

Leopard grouper females show group-synchronous
ovarian development (Maldonado-Garcia et al. 2018). Group
synchronous fish have ovaries with different types of oocytes
at the same time. These fish may ovulate once or over many
days or weeks during a reproductive cycle. In the present
study, 43 and 27 spawning days were observed in 2007 and
2008, respectively, and the number of spawning days per
month remained relatively constant (9-13 spawning days
per month) except in March 2008. In this month, the leopard
groupers began to spawn on 12 March, which resulted in
only 5 spawning events in that month.

In general, grouper species that reproduce naturally in
captivity spawn several times a month during several months
of the year. Natural spawning has been observed in almost
all months during 2 consecutive years (Mathew 2010).
During the spawning season, the spawning frequency has
been observed to increase from 5 to 13 spawns per month
(Ranjan et al. 2017). In addition, multiple spawning events
were observed between August and October in 2004, with
the number of eggs per spawning event ranging from 22,000
to 180,000 (Jagadis et al. 2006). Finally, groupers that had
spawned only a few times for 3 consecutive years were able
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de peces y no provinieron de datos de los individuos. Sin
embargo, los resultados colectivos de todos los estudios
sobre este tema permiten visualizar las mejoras que se han
producido con el desove natural en comparacion con la
induccion hormonal. La tasa de fertilizacion y la fecundacion
que se han obtenido tras la induccion con hormonas (hCG y
LHRHa) en M. rosacea son muy variables y oscilan entre 3 x
10* y 571 x 10° huevos por puesta (Kiewek-Martinez et al.
2010), lo que resultd en la produccion de 3.70 x 109 huevos
viables con 97 hembras y una baja tasa de fertilizacion. En
general, los estudios de la reproduccién en la cabrilla sardi-
nera demuestran los beneficios de la reproduccion natural
dado que, en comparacion con la inducciéon hormonal, la
reproduccion natural rinde una mayor produccion de huevos
con un menor numero de ejemplares.

La produccion de huevos estimada fue de 288 x 103 y
73 x 10° huevos-kg! en 2007 y 2008, respectivamente. La
variacion interespecifica en la fecundidad se ha observado
con otras especies que presentan mayor fecundidad que la
cabrilla sardinera. Por ejemplo, se observo que la fecundidad
relativa anual fue mayor que 400,000 huevos-kg™' con el
pargo rojo, Pagrus pagrus (Mylonas et al. 2004), y de 2.80
a 4.90 x 10° huevos-kg™' con el pargo Diplodus puntazzo
(Papadaki et al. 2008).

Numero de puestas

Las hembras de cabrilla sardinera presentan desarrollo
ovarico sincréonico por grupos (Maldonado-Garcia et al.
2018). Los peces sincronicos grupales tienen ovarios con
distintos tipos de ovocitos al mismo tiempo. Estos peces
pueden ovular una vez o durante unos pocos dias o semanas
en un ciclo reproductivo. En el presente estudio, se obser-
varon 43 dias de desove en 2007 y 27 dias de desove en 2008,
y el nimero de dias de desove por mes se mantuvo relativa-
mente constante (9—13 dias de desove por mes) excepto en
marzo de 2008. En este mes, los peces comenzaron a desovar
el 12 de marzo, lo que dio como resultado solo 5 desoves en
ese mes.

En general, las especies de mero que se reproducen de
forma natural en cautiverio desovan varias veces al mes
durante varios meses del afio. El desove natural ha sido
observado en casi todos los meses durante 2 afios consecu-
tivos (Mathew 2010). Durante la temporada de desove, se
ha observado un aumento en la frecuencia de desove de 5 a
13 puestas por mes (Ranjan et al. 2017). Ademas, se obser-
varon multiples puestas entre agosto y octubre en 2004, con
un nimero de huevos por puesta que oscildé entre 22,000
y 180,000 (Jagadis et al. 2006). Finalmente, se encontrd
que meros que habian desovado unas cuantas veces al afio
durante 3 afios consecutivos fueron capaces de desovar 2—3
veces al mes durante 4 meses después de que se implemen-
taron cambios a la nutricion de los reproductores (James et
al. 1997). Como futura meta de investigacion, se deben incor-
porar organismos reproductores silvestres en los programas
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to continuously spawn 2-3 times a month over 4 months
after changes to the nutrition of the broodstock were imple-
mented (James et al. 1997). A future research goal should
be to incorporate wild-caught reproductive organisms into
captive breeding programs to take advantage of their genetic
makeup to avoid inbreeding, which can negatively impact
subsequent generations (Bright et al. 2016, Superio et al.
2021).

Time of spawning

The lack of light at the time of courtship and spawning
did not allow for direct observations of these 2 actions. How-
ever, direct observations throughout the duration of this
experiment allowed us to confirm that the first fertilized eggs
obtained in the collector appeared just before total darkness
between sunset and night. Erisman et al. (2007) studied the
spawning behavior of the leopard grouper in the wild and
indicated that spawning occurred in the late afternoon a few
hours before sunset. Spawning as dark approaches is a reg-
ular behavior that has been frequently observed in other
species, like the brown grouper (Epinephelus marginatus),
which was found to spawn one hour before and half an hour
after sunset around the new moon period (Zabala et al. 1997).
This spawning behavior has also been observed with the
Nassau grouper (Epinephelus striatus; Whaylen et al. 2004).
Spawning amongst 10 to 17 fish was observed in the eve-
ning a few days after the full moon (Rowell et al. 2019). Nat-
ural spawning in captivity has often been observed during
the afternoon, at sunset, and overnight (Jagadis et al. 2006,
Mathew 2010, Ranjan et al. 2017), but it can also occur in the
morning (James et al. 1997).

Size of fertilized oocytes

The mean + SD egg diameter from natural spawning was
864.0+£22.0 um (848.0 to 884.0 um). Similar egg diameters
have been found via hormonal induction, namely 859.0 =
18.0 pm (Gracia-Lopez et al. 2005), 860.0 = 30.0 pm and
880.0 = 20.0 pm (Gracia-Lopez et al. 2004a), and 872.0 +
15.0 um (Gracia-Lopez et al. 2004b). Epinephelus merra
eggs were found to be spherical and buoyant with diameters
ranging from 710.0 to 730.0 um (Jagadis et al. 2006). The
fertilized eggs of E. coioides were round and measured about
857.7 um (Fourooghifard et al. 2017). In E. polyphekadion,
egg diameter was 757.3 + 37.4 um (James et al. 1997). It
is important to mention that the resulting egg diameter was
higher in eggs that were naturally spawned than in those
obtained with hormonal induction (Papanikos et al. 2003).

In conclusion, with our methodology, we can ensure con-
stant egg production in captivity with wild-caught fish that
are maintained for approximately 2 years without manipu-
lating the parameters that commonly affect fish reproduc-
tion. Leopard groupers spawn during 3—4 months and can
produce 184 x 10° viable eggs-kg™. The spawning season in
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de crianza en cautiverio para aprovechar su composicion
genética y evitar la endogamia, lo que puede impactar de
manera negativa las generaciones posteriores (Bright et al.
2016, Superio et al. 2021).

Epoca de desove

La falta de luz en el momento del cortejo y el desove
no permitié la observacion directa de estas 2 acciones. Sin
embargo, las observaciones directas a lo largo de este experi-
mento permitieron confirmar que los primeros 6évulos fecun-
dados obtenidos en el recolector aparecieron entre la puesta
del sol y la noche, justo antes de la oscuridad total. Erisman et
al. (2007) estudi6 el comportamiento de desove de la cabrilla
sardinera en su entorno natural e indicé que el desove ocurri6
al final de la tarde a pocas horas antes de la puesta del sol.
El desove conforme se acerca la oscuridad es un comporta-
miento regular que se ha observado con frecuencia en otras
especies, como el mero Epinephelus marginatus, el cual fue
observado desovar una hora antes y media hora después de la
puesta del sol alrededor del periodo de la luna nueva (Zabala
et al. 1997). Este comportamiento de desove también se
ha observado con el mero de Nassau, Epinephelus striatus
(Whaylen et al. 2004). El desove de entre 10 y 17 individuos
se observo en el anochecer a pocos dias después de la luna
llena (Rowell et al. 2019). Los desoves naturales en cauti-
verio a menudo se han observado durante la tarde, el atar-
decer y la noche (Jagadis et al. 2006, Mathew 2010, Ranjan
et al. 2017), pero también pueden ocurrir por la mafiana
(James et al. 1997).

Tamaiio de los ovocitos fertilizados

El didmetro medio (+DE) de huevos del desove natural
fue de 864.0 £ 22.0 um (848.0 a 884.0 um). Se han encon-
trado didmetros de huevo similares mediante la induccion
hormonal, a saber: 859.0 + 18.0 um (Gracia-Lopez et al.
2005), 860.0 = 30.0 pm y 880.0 + 20.0 um (Gracia-Lopez et
al. 2004a), y 872.0 £ 15.0 pm (Gracia-Lopez et al. 2004b).
Los huevos de E. merra fueron descritos como perfectamente
esféricos y flotantes, con diametros que oscilaron entre 710.0
y 730.0 um (Jagadis et al. 2006). Los huevos fertilizados de
E. coioides eran redondos y midieron alrededor de 857.7 um
(Fourooghifard et al. 2017). El didmetro de los huevos de
E. polyphekadion fue de 757.3 + 37.4 um (James et al. 1997).
Es importante mencionar que el didmetro de huevo resultante
fue mayor en los huevos obtenidos por desove natural que en
aquellos obtenidos por induccién hormonal (Papanikos et al.
2003).

En conclusion, con nuestra metodologia, podemos
asegurar una produccion de huevos constante en cautiverio
con peces capturados en libertad y mantenidos durante
aproximadamente 2 afios sin manipular los parametros
que comunmente afectan la reproduccion de los peces.
La cabrilla sardinera desova durante 3—4 meses y puede
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this study (March to May-June) was related to increases in
temperature and the photoperiod, although further studies are
needed to confirm the effects of these variables on leopard
grouper reproduction. Lastly, the moon phase affected fecun-
dity throughout the spawning season.
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