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RESUMEN

Holothuria fuscocinerea es considerada una especie de pepino de mar
potencialmente explotable, sin embargo Unicamente se han realizado estudios de
distribucion. En el presente trabajo se describen algunos patrones de la biologia
reproductiva de esta especie en la Bahia La Entrega, Oaxaca. México. En el periodo
comprendido de abril de 2008 a mayo de 2009 se recolectaron en promedio 20
organismos mensuales, registrandose los parametros ambientales en cada
muestreo. Se calculé la proporcion de sexos, el indice gonadosomatico (IG) y
mediante el andlisis histoldgico se describié el desarrollo gonadal, la distribucion de
tallas de los ovocitos y la fecundidad. Holothuria fuscocinerea es una especie dioica
sin dimorfismo sexual externo, con una proporcion de sexos 1:1, pudiéndose
identificar cinco estadios de desarrollo gonadal. El desove presenté mayor intensidad
en el mes de junio de 2008 y en agosto de 2008. Los valores de IG fueron
significativamente mas altos en hembras que en machos. El ciclo gametogénico esta
influenciado principalmente por la salinidad. La talla promedio de los oocitos fue de
117.70+53.27pum. La fecundidad anual promedio calculada fue de 8°096,392 *
1’138,522 oocitos vitelogénicos por hembra. Con base en los valores de fecundidad y
el tamafio de los ovocitos se puede deducir que H. fuscocinerea tiene una larva

planctotréfica. Holothuria fuscocinerea es un estratega “r’ periddico, tipico de

ambientes predecibles y estacionales como Bahia La Entrega.

PALABRAS CLAVE: Reproduccion, fecundidad, estacional, salinidad, holoturia.
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1. INTRODUCCION

1.1 Clase Holothuroidea

Los equinodermos son organismos exclusivamente marinos que pertenecen al
Phylum Echinodermata, el cual estd dividido en cinco clases: Asteroidea,
Ophiuroidea, Echinoidea, Holothuroidea y Crinoidea. La clase Holothuroidea,
comunmente conocidos como holoturias o pepinos de mar, esta constituida por
aproximadamente 1,400 especies actuales, distribuidas en 6 ordenes, 25 familias, y
aproximadamente 200 géneros (Pawson 2007).

Se caracteriza por presentar una simetria bilateral, a diferencia de otros
equinodermos que presentan una simetria pentaradial tipica. Son equinodermos
vermiformes, y se caracterizan por presentar un cuerpo en forma cilindrica; en el
extremo anterior se encuentra la boca, que estad rodeada de un anillo de ocho a
treinta tentaculos retractiles que son usados para la alimentacion; el ano se sitla en
el extremo posterior o distal; su esqueleto esta conformado por osiculos
microscoépicos dispersos en la pared corporal (Pawson et al. 2010).

Viven con un lado del cuerpo apoyado en el sustrato que casi siempre es la
superficie ventral o trivio y cuenta con tres areas ambulacrales o radios y dos areas
interambulacrales o interradios, en tanto que la superficie dorsal o bivio solo presenta
dos ambulacros y tres interambulacros. Sus tallas alcanzan desde poco milimetros
como Leptosynapata minuta, hasta mas de cinco metros de longitud total, tal es el
caso de Synapta maculata. (Pawson et al. 2010).

Los pepinos de mar habitan desde las zonas intermareales hasta las grandes

profundidades oceanicas. Dominan en las comunidades marinas, tanto en cantidad
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de individuos como en biomasa (Billett 1991), ya que pueden llegar a formar hasta el
90% de la biomasa de megafauna en el ecosistema (Hendler et al.1995).

Algunas especies de holoturoideos pueden expulsar filamentos delgados
llamados tuabulos de Cuvier, los cuales se encuentran en la base de los arboles
respiratorios y son expulsados violentamente al exterior mediante la ruptura de la
region anal en direccion a la zona donde se encuentra el depredador; estos tubulos
pueden tener una sustancia téxica llamada holoturina, pero es mas comun que
posean sustancias adhesivas que envuelven al depredador y lo inmovilizan. En
condiciones adversas algunas especies pueden eviscerar un tramo del sistema
digestivo con los érganos asociados de otros sistemas, ya sea por la region anal o la
bucal, regenerandolos en pocas semanas (Parker 1982).

Los holoturoideos desempefian una funcién importante en la estabilidad del
ambiente marino. Por sus habitos alimenticios son los responsables de cambiar
significativamente la composicion del suelo marino (Abdel-Razek et al. 2005) al
reducir las concentraciones de sulfatos volatiles e incrementar el potencial de oxido-
reduccion. Estos organismos influyen en el reciclamiento de los nutrientes
inorganicos, ya que la materia organica proveniente de sus heces puede ser
resuspendida por el oleaje, cerrando asi una parte del ciclo (Mahmoud y Ahmad
2006) e incrementando la productividad de los ecosistemas coralinos (Laboy-Nieves
y Conde 2006).

Algunas especies de holoturoideos también poseen un alto valor econémico
debido a su potencial para las pesquerias y actividades de acuacultura (lvy y Giraspy
2006), ya que en el mercado asiatico se consumen alrededor de 28 especies de

pepinos de mar, dentro de los cuales destaca Holothuria fuscocinerea (Chen 2004).
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Desde el punto de vista nutricional, los alimentos elaborados con
holoturoideos poseen un alto porcentaje de aminoacidos esenciales, elementos traza
y bajas cantidades de grasa, en comparacion a la mayoria de otros alimentos
(Nguyen et al. 2006). La pared corporal de los pepinos de mar se compone de
colageno insoluble, el cual es similar al que se encuentra presente en otros farmacos
que se han utilizado para el tratamiento de la anemia y como suplemento de
nutrientes hematogénicos. Ademas en la pared corporal existen altos niveles de
lisina, arginina y de tript6fano (Chen 2004, Nguyen et al. 2006).

Otra caracteristica de los pepinos de mar es la presencia de
glucosaminoglicanos y fucanos propios de esta clase, en la pared corporal,
encontrandose en niveles muy altos en todo el cuerpo. Por tal razén, los pepinos de
mar han sido nominados como alimentos ricos en poli-aniones, con una funcion
fisiol6gicamente activa en la inhibiciobn de algunos tipos de céancer (Chen 2004;

Abdel-Razek et al. 2005, Nguyen et al. 2006).

1.2 Reproduccién de Holoturoideos

El sistema reproductivo de los holoturoideos se diferencia del resto de los
equinodermos por presentar una génada localizada dorsalmente en el interambulacro
(Sewell et al. 1997); la cual estd constituida por tubos ramificados unidos al
mesenterio dorsal, a través del cual pasa el gonoducto, y puede terminar en un
gonoporo o bien en una papila genital (Giese et al. 1991; Sewell et al. 1997).

Los holoturoideos tienen la facultad de reproducirse sexual o asexualmente,
existiendo algunas correlaciones entre los factores ambientales y una combinacion

de caracteres como el tamafo del organismo, la disponibilidad de alimento, la
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estabilidad del habitat, la mortalidad y el suministro de larvas. Estos factores
interactdan entre si y forman parte de un modelo que predice el tipo de reproduccion

que presentan (Mackey 2001).

1.2.1 Reproducciéon Asexual

Actualmente existen varios estudios sobre la autotomia y la reproduccion
asexual en los holoturoideos, sin embargo la Unica forma de reproduccion asexual
que se ha reportado para estos organismos es la fisién. La reproduccion asexual por
fisiébn tiene como obijetivo la produccién de nuevos individuos y ocurre Unicamente en
aspidoquirétidos y dendroquirétidos. En sindptidos ocurre una division transversal del
cuerpo, pero la parte posterior falla al momento de regenerarse haciendo esto mas
un proceso de autotomia que de fision (Giese et al. 1991, Mladenov 1996).

Los holoturoideos se pueden reproducir por fisibn mediante tres patrones. En
el primero, el animal se sujeta al sustrato en la parte anterior y posterior por medio de
sus pies ambulacrales. Los extremos comienzan suavemente a moverse en sentido
contrario, estrechando y adelgazando la parte media del cuerpo hasta que ésta se
rompe dejando a las dos partes separadas conectadas solamente por un intestino
remanente, el cual se rompe después. El segundo patron implica la division del
cuerpo en tres partes. El animal gira, retuerce y constriie su cuerpo en ambos
extremos, mientras que la parte media se hincha, un extremo realiza una torsién
vigorosa y constante hasta que solo queden tiras delgadas de la pared corporal en la
zona de constriccién. El tercer patrén es el menos comun, en el cual el animal se
estrecha bruscamente en la parte media. Esta constriccion se profundiza hasta que

el animal queda dividido en dos partes, las cuales quedan vinculadas por una
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delgada pared corporal, el animal completa su division girando y contrayendo su

pared corporal alrededor de la region de la constriccidon (Giese et al. 1991).

1.2.2 Reproduccién sexual

La reproduccion sexual se lleva a cabo mediante ciclos sincronizados
regulados por condiciones ambientales y hormonales; los cuales se pueden dividir en
dos fases principales: la gametogénesis y el desove (Giese et al. 1974). Durante la
gametogénesis, el proceso esencial es la transformacion de células somaticas en
células especializadas: 6vulos en la hembra y espermatozoides en los machos
(Giese et al. 1974). La gametogénesis depende principalmente del gasto energético
de cada especie y la 6ptima asignacion de energia entre el crecimiento somético y la
sintesis de material reproductivo (Ramirez-Llodra 2002).

La diferenciacion de las células germinales en gametos femeninos o
masculinos estd controlada por una neurohormona conocida como factor
androgénico, la ausencia de este factor incide en la generacibn de gametos
femeninos, en tanto para la generacion de gametos masculinos es necesaria la
presencia de este factor (Giese et al. 1974).

En las hembras de pepinos de mar el desove y la fecundacion de los 6vulos
ocurre como parte de una serie de acontecimientos interconectados, los cuales son
impulsados por una hormona endogena que se encarga de madurar los ovocitos.
Con relacion a los machos, actualmente se conoce poco sobre la regularizacion
endocrina de la gametogénesis. Para que se lleve a cabo el desove, los estimulos
externos son traducidos a funciones fisiolégicas por medio del sistema nervioso.

Probablemente los nervios radiales integran las sefiales ambientales controlando el
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estimulo de los drganos internos. La fecundacion es mas efectiva cuando estos

eventos ocurren sincrénicamente en una poblacion local (Giese et al. 1991).

1.3 Holothuria fuscocinerea

Holothuria (Stauropora) fuscocinerea es una especie que se caracteriza por
presentar un cuerpo que mide longitudinalmente entre 6 y 30 cm aproximadamente.
La boca y el ano estan dirigidos hacia la superficie ventral y posee veinte tentaculos
ventrales largos. Los pies ambulacrales son cilindricos y se encuentran localizados
en la superficie ventral y las papilas se ubican en la superficie dorsal (Fig. 1). Esta
especie cuenta con dos vesiculas de poli y cuatro canales pétreos, cada uno
conectado a una madreporita. La pared del cuerpo es suave, su grosor varia entre
uno y cuatro milimetros y presenta espiculas en forma de tablas de disco redondo o

cuadrado y reducido (Fig. 1a).

Figura 1. Espécimen de Holothuria fuscocinerea sobre sustrato
arenoso. Foto: Medina Pedro. a) Espiculas (Tomado de Hickman

1998).
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El anillo calcareo solido ostenta placas radiales aproximadamente del doble de
largo de la placa interradial (Deichmann 1941, Rowe 1969). Batimétricamente H.
fuscocinerea se distribuye en profundidades de 0 a 130 m y generalmente se
encuentra sobre sustrato arenoso o sobre rocas, ya que se alimenta de depdsitos,
por tal motivo se asocia generalmente a sistemas coralinos. H. fuscocinerea se
distribuye en las provincias zoogeograficas de Panama e Indopacifica y
geograficamente desde el Golfo de California hasta las Islas Galapagos en el
Pacifico oriental, Australia, Islas Filipinas, Tonga y Guam en el Pacifico Occidental

(Hickman 1998, Solis Marin et al. 2009).

Clasificacion taxondmica:
Orden Aspidochirotida Grube, 1840.
Familia Holothuriidae Ludwing, 1894.
Género Holothuria Linnaeus 1767.
Subgénero Stauropora Rowe, 1969.

Especie H. (Stauropora) fuscocinerea Jaeger, 1833.

2. ANTECEDENTES

Los estudios en biologia reproductiva se centran en especies tanto tropicales
como comerciales, las cuales comunmente pertenecen a la familia Stichopodidae y
Holothuriidae (Herrero-Pérezrul et. al.1999).

Chao et al. (1994), realizaron estudios de reproduccion y crecimiento de dos

poblaciones de Holothuria atra al suroeste de Taiwan, encontrando diferencias en el



Gutiérrez-Méndez . Biologia Reproductiva de H. fuscocinerea.

tamafo de los organismos que constituian dichas poblaciones. La poblacion de
organismos relativamente grandes, presentaban el tipo de reproduccion
preferentemente sexual, mientras que los organismos pequefios se reproducen de
manera asexual. Mackey (2001) efectué un estudio similar en el cual describio los
factores que influyen en la reproduccion especificamente de pepinos de mar,
encontrando que el fotoperiodo, el ciclo lunar, la comunicacién quimica entre
organismos Y la disponibilidad de alimento son los factores que determinan el desove
de los organismos. En Indonesia Tuwo (1999) realiz6 la descripcion del ciclo
reproductivo de Holothuria scabra y propuso que esta especie tiene dos periodos de
desove, uno cuando la temperatura se incrementa al comienzo de la época de secas
y otro cuando la temperatura disminuye por el comienzo de la época de lluvias.
Hoareau y Conand (2001) describieron la reproduccion sexual de Stichopus
chloronotus en el indo pacifico, Purwati y Luong-van (2003), realizaron la descripcion
del ciclo reproductivo para Holothuria leucospilota en Australia, aunque anteriormente
se habia documentado que estos holoturidos tenian una reproduccién asexual. En
los dos dltimos estudios se determind que los tubulos gonadales de cada individuo
crecen simultdneamente teniendo oportunidad de realizar un desove, posteriormente
los taubulos son reabsorbidos y es cuando se presenta la reproduccion asexual.
Abdel-Razek et al. (2005) realizaron la descripcion de la biologia reproductiva
de Holothuria atra en las costas del Mar Rojo en Egipto y mediante el andlisis de la
distribucion mensual del tamafio de los ovocitos y los estados de madurez para
ambos sexos, determinaron que esta especie presenta cuatro estados de madurez
en su ciclo reproductivo. Dichos autores observaron que las goénadas se encontraban

maduras durante todo el afio, con un valor maximo de los indices de junio a
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noviembre para machos y de junio a diciembre para hembras. Durante la época de
desove se observaron los didmetros maximos en ovocitos y la talla de madurez fue
de 15.5 a 16.5cm.

Cameron y Fankboner (1986) realizaron un trabajo en Canada, en el cual
describieron la periodicidad reproductiva y el comportamiento del desove en
Parastichopus californicus. Los autores proponen que esta especie presenta una
reproduccion estacional, los desoves ocurren al término de la primavera y verano, el
desove es parcialmente sincronico y puede estar influenciado por la intensidad y
duracion de la luz.

Por otra parte, Hamel y Mercier (1996b) describieron la biologia reproductiva
de Cucumaria frondosa en condiciones de laboratorio, relacionando la madurez
gonadica con la transferencia de energia de la pared corporal a la gébnada, mediante
mediciones realizadas con un calorimetro, concluyendo que al inicio de la
gametogénesis hay una alta transferencia de energia hacia la gbénada, la cual
disminuye cuando comienza el desove.

Guzman et al. (2003), describieron el ciclo reproductivo de dos especies de
holoturoideos (Isostichopus badionotus y Holothuria mexicana) con importancia
econdémica en Panama, estimando la talla minima de reproduccion, y la distribucion
de tallas y peso en machos y hembras. En este mismo estudio describieron del ciclo
gametogénico, reportando que el desove en ambas especies ocurre durante todo el
afo, detectando que existen dos periodos de maxima reproduccion: de julio a
noviembre en |. badionotus y de febrero a julio en H. mexicana.

Toral-Granda y Martinez (2007) describieron la biologia reproductiva y la

estructura poblacional de Isostichopus fuscus en las Islas Galapagos, Ecuador; los
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autores documentaron que esta especie tiene una reproduccion continua
independiente de los cambios de temperatura del mar y describieron tres estados de
madurez gonadal estimando que la madurez se encuentra entre los 161 a 170.9 g de
peso.

En México, la mayoria de los estudios realizados estan enfocados a
taxonomia y ecologia. Los pocos estudios relacionados se han enfocado en la
reproduccion y andlisis de pesquerias de pepinos de mar, especificamente en I.
fuscus y Parastichopus parvimensis.

Tapia-Vasquez et al. (1996) realizaron la descripcion mediante un analisis
histolégico de la madurez gonadica de P. parvimensis en Baja California,
encontrando que el proceso de reproduccion ocurre en los meses de marzo a abril,
con desove de junio a agosto y la maduracién sucede a finales del invierno. También
estimaron el indice de madurez en organismos con talla de 25 a 29 cm.

En el sur del Golfo de California Herrero-Pérezrul et al. (1999), describieron el
ciclo reproductivo y el crecimiento de |. fuscus, proponiendo cinco estados de
madurez sexual y determinaron que este holotirido se reproduce anualmente
durante el verano cuando la temperatura del agua alcanza los 27°C. De acuerdo a la
relacion entre talla-peso, los autores determinaron que la especie tiene un
crecimiento alométrico.

Fajardo-Leén et al. (2008) describieron la biologia reproductiva de P.
parvimensis en dos localidades de Baja California Sur, en el estudio se identificaron
cinco estadios de madurez sexual, los periodos de reproduccion fueron sincronicos
en ambos sitios. La variacion del indice gonadosomatico se relaciond con el

desarrollo gonadico. Los autores proponen que se establezca una época de veda
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para proteger el evento de reproduccion y otra para salvaguardar el proceso de

ausencia/atrofia de 6rganos internos.

3. JUSTIFICACION

Debido a la importancia econ0mica, médica y alimenticia que poseen los
pepinos de mar en el mercado oriental, se ha causado un declive en varias
poblaciones de holoturias a nivel internacional (Conand 2004). En la region del Indo-
Pacifico, la pesqueria de pepinos de mar se ha realizado por siglos, lo cual ha
originado una disminucion drastica e incluso extinciones locales de poblaciones
(Toral-Granda y Martinez 2007). Debido a esta caida en Asia, se impulsd la
pesqueria en Ameérica para satisfacer las demandas del mercado oriental, causando
que poblaciones de I. fuscus fueron llevadas a su estado critico, lo cual ha originado
la explotacién de otras especies (lvy y Giraspy 2006; Laboy-Nieves y Conde 2006;
Toral-Granda y Martinez 2007). Esto obliga a reconocer que la desaparicion o
agotamiento de las poblaciones es un asunto que requiere la atencion de la
comunidad cientifica y académica, por lo que es necesario estudiar la biologia,
ecologia y reproduccion de las especies antes de ser explotadas, para poder contar
con el conocimiento que posteriormente permita proponer medidas de

aprovechamiento sustentables.
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4. HIPOTESIS

Debido a que Holothuria (Stauropora) fuscocinerea es una especie tropical, se
espera gue tenga un patron de reproduccién continuo, presentando sus maximos en

los meses mas calurosos del afio.

5. OBJETIVOS

e Describir y caracterizar patrones de la biologia reproductiva de Holothuria
(Stauropora) fuscocinerea Jaeger, 1833 en la Bahia La Entrega, Oaxaca.
México, de abril 2008 a marzo 2009.

Especificos

e Estimar la proporcion de sexos de Holothuria fuscocinerea.

¢ Identificar y describir el ciclo de madurez gonadica.

e Definir la estacionalidad del proceso reproductivo.

¢ Relacionar el indice gonadosomatico con factores ambientales (Temperatura
de fondo, Salinidad y Precipitacién pluvial) para evaluar su influencia en el
ciclo reproductivo.

e Describir la distribucion del tamafio de ovocitos a lo largo del ciclo
reproductivo.

e Estimar la fecundidad real.

12



Gutiérrez-Méndez |. Biologia Reproductiva de H. fuscocinerea.

6. AREA DE ESTUDIO

La Bahia La Entrega, es una de las nueve playas que conforman el complejo
Bahias de Huatulco ubicado en la costa del estado de Oaxaca. Esta bahia se localiza

entre los 15°44°34”" Lat. Norte y los 96°07°35"" Long. Oeste (Fig. 2).

25 W 96" 08’ 06"
W 95" 06’ 54
W 95" 06 18"

W 96" 057 42"
W 96" 05 06"

- e
Playa Tangolunda

'
A

N 15°45' 54"

N15°45"18"

N 15% 44" 42"

Figura 2. Mapa georeferencial del area de estudio. Modificado de Google Earth.

El clima que predomina en esta region segun la clasificacion Koéppen
modificada por Garcia (1973) es del tipo calido subhimedo con lluvias en verano
(Aw), la temperatura promedio anual varia de los 26° a 28° C. La precipitacion

promedio mensual durante la temporada de lluvias es de 1000 a 1500 mm., siendo la
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precipitacion promedio anual de 800 a 2000 mm. Los vientos dominantes van del sur
hacia el este en forma anual (INEGI 2005).

El area de estudio esta influenciada por diferentes corrientes oceanicas como
la Corriente Costera de Costa Rica que fluye con direccion al Noroeste y la Corriente
de California que fluye hacia el sur. Esta Ultima posee agua fria con baja salinidad
(Fiedler 1992). La Bahia esta conformada por tres tipos de agua: el agua tropical
superficial que tiene como caracteristica una temperatura mayor a 25° C y una
salinidad de 35 ups, el agua subtropical superficial transportada por la Corriente de
Costa Rica con una temperatura que varia de 15° a 28° C y una variacion de
salinidad de 33 a 36 ups y finalmente el agua de la Corriente de California con
variaciones de temperatura de 12° a 18° C y salinidades de 24 ups (Wyrtki 1965).

Dentro de la bahia se pueden diferenciar dos zonas: la zona arenosa y la zona
coralina. La zona arenosa tiene una anchura entre 20 a 40 m y de 2 a 3 m de
profundidad. En la zona de contacto entre esta zona y el comienzo del arrecife se
encuentran fragmentos vivos y muertos de coral, procedentes de las estructuras
principales (Leyte-Morales 2001). En la zona coralina el arrecife tiene una extension
de 324 m de largo por 233 m de ancho, posee una profundidad maxima de 13.3 m
(Glynn y Leyte-Morales 1997) y estd conformado por colonias de Pocillopora
damicornis, Porites sp. y Pavona sp. El arrecife inicia con grandes colonias de coral
que disminuyen a una profundidad de 1 m, posteriormente se continua una
plataforma que se hace mas profunda hasta llegar a los 3 m en una extension
aproximada de 100 m. A partir de ahi se aumenta la profundidad hasta los 8 m donde

termina el arrecife; en este punto hay una mayor cantidad de surcos y depresiones.
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Después de la zona de arrecifes continua una plataforma de arena (Leyte-Morales

2001).

7. MATERIAL Y METODOS

7.1 Recoleccion de muestras

Se realizaron colectas mensuales de aproximadamente veinte organismos de
H. fuscocinerea durante de abril 2008 a marzo 2008 en la bahia La Entrega,
Huatulco, Oaxaca. La recolecta se realiz6 de forma manual por medio de buceo
SCUBA, a una profundidad de 10 a 18 m, en la zona de la plataforma de arena
aledafa al arrecife utilizando el método de busqueda abierta (no se trazaron
transectos, ni se utilizd una unidad de muestreo determinada). Los organismos se
colocaron individualmente en bolsas de plastico marcadas con un ndamero
consecutivo y agua de mar para evitar que los 6érganos se mezclaran en caso de
evisceracion durante el traslado al laboratorio. En la Bahia se registré la salinidad
con ayuda de un multiparametros Mca. Hanna. Con un termoégrafo sumergible (Data
Logger) Mca. Onset Computer Corporation, se obtuvieron registros constantes de
temperatura de fondo a intervalos de una hora. Los valores de precipitacién pluvial
para el area de estudio fueron proporcionados por el observatorio meteoroldgico,
perteneciente a la Comision Nacional del Agua, ubicado en la poblacion de Puerto

Angel, Oaxaca.
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7.2 Morfometria

En el laboratorio los organismos fueron colocados durante 12 hrs. en agua
marina a 3° C para su relajacion, posteriormente fueron disectados. Se registro el
peso humedo total (sin agua, incluyendo tegumento y érganos internos) y el peso
hamedo de la gonada, mediante una balanza digital a 0.001 gr. de precision. Estos
datos se utilizaron para determinar el indice gonadosomatico (IG) que se calculé a

partir de la siguiente ecuacion (Abdel-Razek et al. 2005):

P
IG :[ gonadal]xloo
I:)total
Donde:
IG: Indice gonadosomético

Pgonadar: P€SO gonadal total
Pwta: Pes0 total del organismo

Los valores calculados del IG fueron analizados con pruebas estadisticas
paramétricas una vez que cumplieron los supuestos de normalidad. Posteriormente
se determind si existia alguna diferencia significativa en los valores del indice
gonadosomatico considerando como factores el sexo (hembras y machos) y el

tiempo (mes), mediante una prueba de ANDEVA de dos vias.

7.3 Indice gonadosomatico y factores ambientales
Se realiz6 la cuantificacion de la relacion entre la variacibn mensual de la
temperatura de fondo (Tf), salinidad (S) y precipitacion pluvial mensual (Pp),

(variables independientes), con la variacion mensual del indice gonadosomatico (IG)
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de H. fuscocinerea (variable dependiente) mediante el modelo de regresion lineal

multiple paso a paso (Hair 1999), como se representa a continuacion.

IG =+ ATF + 3,5 + B,Pp

Donde:
IG: indice gonadosomatico calculado
a: Ordenada al origen en el modelo de regresién
B1, B2, Y Bz: Coeficientes que representan la contribucion de cada una de las variables
independientes en la prediccién de la variable dependiente
Tf, Sy Pp: Variables ambientales

7.4 Proceso histologico

Las gonadas recolectadas fueron procesadas mediante las técnicas
histoldégicas de rutina | y 1l que se describen a continuacion. La fijacion de los tejidos
se realizé por separado en solucién de Bouin durante 72 horas y se preservaron en
alcohol al 70% (Humason 1967, Mufieton-Gomez et al. 2000). Posteriormente se
tomé una muestra de cada gobnada, la cual se coloc6 en cajas para inclusion,

debidamente etiquetadas.

7.4.1 Técnica Histoldgica de Rutina I.

Esta técnica abarca desde el momento posterior a la fijacion de los tejidos (en
este caso las gbnadas), hasta que la pieza de tejido qued6 embebida en algun
material que sustituya completamente el agua. Existen varias técnicas para llevar a
cabo dicho procedimiento, en el presente trabajo se utilizé la técnica de inclusion de

rutina para Histokinette (Mufieton-Gomez et al. 2000).
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Para llevar a cabo la deshidratacion, las muestras fueron colocadas con
alcohol etilico en sus diferentes concentraciones de manera consecutiva y

posteriormente se incluyeron en parafina durante el tiempo indicado en la Tabla I.

Tabla I. Técnica de inclusiéon de rutina para Histokinette

Sustancia Cambios Tiempo
Alcohol etilico (R-OH) al 70% 2 1 hora cada uno
Alcohol etilico (R-OH) al 80% 1 1 hora
Alcohol etilico (R-OH) al 90% 2 1 hora cada uno
Alcohol etilico (R-OH) al 96% 2 1 hora cada uno
Alcohol etilico (R-OH) absoluto 2 1 hora cada uno
Hemo D 1 12 horas
Parafina fundida 2 3 horas cada uno

Una vez terminado el proceso de la ultima parafina las piezas se incluyeron
con ayuda de cajas para inclusion. Una vez frios y extraidos los bloques de parafina
de los moldes, se conservaron en refrigeracién hasta su corte. Posteriormente se
cortaron a un grosor de 4 um en un micrétomo semiautomatico. Los cortes se
realizaron cada 140 um de manera que se realizaran al menos tres laminillas de cada

gonada (Mufieton-Gémez et al. 2000).
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7.4.2 Técnica Histoldgica de Rutina Il

Los cortes obtenidos se colocaron sobre un portaobjetos al cual se le
agregaron unas gotas de etanol al 70%, para facilitar el deslizamiento sobre la
superficie del agua del bafio de flotacion, el cual se encontraba a una temperatura
entre los 40 y 50°C. Una vez que el corte se extendid, se recuperé con otro
portaobjetos debidamente rotulado para dejar secar a temperatura ambiente. Las
laminillas obtenidas se llevaron a una estufa a 60°C durante 12 hrs con la finalidad
gue los cortes se adhirieran mejor al cristal. Las laminillas fueron tefiidas utilizando la
técnica Hematoxilina Eosina. En la tabla Il se muestra los reactivos y tiempos
utilizados para dicho procedimiento. Después de realizar la tincion, las laminillas
fueron montadas con resina sintética (Mufieton-Gémez et al. 2000, Garrido-Farifia
2007).

Tabla Il. Técnica de Tincién Hematoxilina Eosina

Sustancia Cambios  Tiempo
Hemo-D 1 5 minutos
Alcohol etilico (R-OH) al 100% 2 5 minutos
Alcohol etilico (R-OH) al 96% 2 5 minutos
Alcohol etilico (R-OH) al 80% 1 5 minutos
Alcohol etilico (R-OH) al 70% 1 5 minutos
Agua Destilada 1 2 minutos
Hematoxilina de Harris 1 5 minutos
Agua Corriente 1 15 minutos

Alcohol acido Lavar
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Agua Destilada Lavar

Carbonato de Litio Lavar

Eosina 1 5 minutos
Agua corriente 1 2 minutos
Alcohol etilico (R-OH) al 96% 2 5 minutos
Alcohol etilico (R-OH) al 100% 2 5 minutos
Hemo-D 2 5 minutos

7.5 Descripcion histologica de la gonada.

La estructura de las gonadas se examiné al microscopio Optico. Las fases o
estadios de desarrollo gonadico se establecieron con base en las caracteristicas
celulares distintivas del nucleo, el citoplasma, la pared del epitelio folicular y el
germinal. El ciclo reproductivo se definid con base en el reconocimiento y descripcion
de los tipos celulares de las gbénadas, de acuerdo con los criterios utilizados por
Kanatani y Nagahama 1983; Cameron y Fankboner 1986; Hamel et al. 1993,
Herrero-Pérezrul et al. 1999; Abdel-Razek et al. 2005; Tehranifard et al. 2006; Asha
y Muthiah 2008.

Con la informacion generada se crearon bases de datos, las cuales se
analizaron con pruebas estadisticas para cerciorarse que los valores cumplieran con
los supuestos de normalidad. Se estimo la proporciéon de machos y hembras en cada

mes y durante el periodo de muestreo mediante una prueba de chi cuadrada (x?).
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7.6 Analisis de Imagenes

Una vez identificados los tipos celulares en cada gdénada, se midieron al
menos 100 ovocitos seccionados a través del ndcleo (diametro Feret) usando el
paquete de analisis de imagenes ImageJ. Con los datos obtenidos se elaboraron
diagramas de frecuencia de talla de ovocitos para compararlos con los resultados
obtenidos por el IG y comprobar una posible estacionalidad en la reproduccion, estos
datos también se utilizaron para calcular el volumen de los ovocitos de acuerdo con

lo descrito por Ramirez-Llodra (2001).

7.7 Fecundidad

La fecundidad se determiné con base en el método utilizado por Ramirez-
Llodra (2001), estimandose a patrtir de la relacion del volumen medio de los ovocitos
y el volumen de la génada para cada hembra. Para establecer las diferencias
significativas en los valores de la fecundidad entre los meses muestreados se aplic
un analisis de varianza de dos vias (sexo y mes como factores)

El volumen de los ovocitos (VO) se calculé asumiendo que poseen una forma

esférica.

Vo :[(4><7r>< RS)}

3

Donde:

VO: Volumen de los ovocitos.
R: Radio de los ovocitos.
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El volumen de las gonadas se determind mediante el método de
desplazamiento de fluido de Mohr-Westphal (Scherle 1970). Estos datos fueron
utilizados para calcular la fecundidad, relacionando el volumen de los ovocitos y el

volumen de las gonadas.

=z

P — pvo

Vo

Donde:
P: Relacion entre ovocitos previtelogénicos y vitelogénicos.
Npvo: NUmero de ovocitos previtelogénicos contados en una muestra de 100 ovocitos
por génada.
Nyvo: NUmero de ovocitos vitelogénicos contados en una muestra de 100 ovocitos por
gonada.

Si se asume que P medido en una muestra de la génada es el mismo que P

en el ovario completo, entonces

Donde:
Fovo: NUmero total de ovocitos
Fv: Nimero total de ovocitos vitelogénicos

El volumen de la génada es equivalente al nUmero de ovocitos multiplicado

por su volumen

Vo Vi

\ :(V ><Fo)_|_(\/pvo><|:pvo) (2)
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Reemplazando Fpy, en la ecuacion 2 con su definicion en la ecuacion 1, se
obtiene:

V, = (Vg x Fo )+ V0 x (P X F,p )

Vo

F, = : Fecundidad real

8. RESULTADOS

H. fuscocinerea es un organismo gonocdrico; sin presencia de dimorfismo
sexual externo. Posee una génada impar unida al mesenterio dorsal, localizada en la
parte anterior derecha entre la pared corporal y el intestino, quedando libre en el
celoma (Fig.3a). La gonada esta constituida por numerosos tubos ramificados de
diferentes tamafos unidos a una base gonadal compuesta principalmente de tejido
conectivo (Fig.3b).

Durante el ciclo gametogénico las gonadas presentaron cambios paulatinos en
la intensidad de color y tamafio. Los ovarios mostraron una coloracion de naranja
brillante a naranja péalido. A su vez en los testiculos se observd una coloracion que
varia de crema a transparente. Los valores maximos de indice gonadosomatico se
alcanzaron cuando la gbnada aparentemente estaba madura, mientras que en el
periodo de reposo se absorbid casi en su totalidad, presentando los valores mas

bajos de IG.
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3 i gt I S
Figura 3. a) Diseccion de un ejemplar de H.fuscocinerea; mostrando el
posicionamiento de la génada en el organismo, A) Ano, AR) Arbol Respiratorio,
B) Boca, C) Cloaca, G) Génada, I) Intestino, TC) Tubulos de Cuvier.; b)
Estructura externa de la gonada, BG) Base Gonadal.

8.1 Proporcion de sexos

Se examinaron 267 individuos, de los cuales el 46.44% fueron machos, el
45.32% fueron hembras y el 8.24% fueron indiferenciados (Fig. 4). En la proporcion
mensual de organismos sexados, la proporcion sexual total obtenida durante el
periodo de muestreo no fue significativamente diferente de la distribucion esperada

(x?=20.492, g..=13, P=0.084), por lo tanto la proporcién de sexos no difiere de 1:1.
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Figura 4. Proporcién de hembras, machos e indiferenciados por
mes (abril 2008 a mayo 2009).

8.2 Descripcion del ciclo reproductivo
El ciclo reproductivo de H. fuscocinerea presentd un patrén anual para ambos
sexos, distinguiéndose un ciclo completo y el comienzo de otro. Con base en las
caracteristicas morfologicas e histologicas observadas se identificaron y describieron
cinco estadios de desarrollo gonadal para ambos sexos: en desarrollo

(espermatogénesis y ovogénesis), madurez, desove, post desove e indiferenciado.
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Estadio I. En desarrollo:
Este estadio comenzd para ambos sexos en enero y termindé en mayo de
2009. El porcentaje maximo de organismos machos en esta etapa (18.37%)
se presentd en enero y marzo de 2009 y en el caso de las hembras se
presentd en febrero 2009 (26.00%). Conforme avanzd esta etapa el 1G
comenzd a aumentar.
Espermatogénesis: La gonada presentd una coloracion blanquecina. El peritoneo
era grueso por la presencia de tejido conjuntivo y presentd invaginaciones
(vellosidades). En la periferia de los foliculos se pudo diferenciar una linea
fuertemente tefiida, constituida por una alta concentracién de espermatogonias.
Posteriormente se observaron los espermatocitos primarios de forma ovoide con
una consistencia grumosa y finalmente se encontraban en el lumen las
espermatidas, las cuales son mas pequefias. Conforme avanz6 éste estadio se
pudo observar al centro del lumen concentracion de espermatozoides,
incrementando conjuntamente la talla de la gbnada (Fig. 5a).
Ovogénesis: La gbénada presento tubulos de color naranja palido, el peritoneo era
grueso por la presencia de tejido conjuntivo que gradualmente se fue
absorbiendo. En la periferia folicular hubo presencia de ovogonias, las cuales
eran células esféricas que formaban el epitelio germinal y se encontraban unidas
a éste, pudiéndose distinguir claramente su material nuclear. En los ovocitos
previtelogénicos, el nucleo era grande y poseia un nucléolo periférico. La
maduracion celular como en el caso de machos ocurre hacia el centro del lumen

(Fig. 5b).

26



Gutiérrez-Méndez |. Biologia Reproductiva de H. fuscocinerea.

Figura 5. Gonadas de H. fuscocinerea en estadio de Gametogénesis. a)
Macho, b) Hembra. Cm. Célula Madre; Og. Oogonia; Op. Ovocito
previtelogénico; Ov. Ovocito vitelogénico; P. Peritoneo; Sc. Espermatocito;
Sg. Espermatogonia; Sm. Espermatida; Sz. Espermatozoide.
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Estadio Ill. Madurez:

La génada se caracterizé por ser turgente y alcanzé su talla maxima
durante esta etapa, presentd una coloracion intensa, crema en machos y
naranja en hembras. Las paredes de los tubulos se observaban muy
delgadas. En los machos el lumen se encontraba completamente lleno de
espermatozoides, sin embargo en la periferia se pudo observar una linea
delgada de espermatocitos y espermétidas (Fig. 6a). El IG alcanzé su valor
maximo durante esta etapa.

Los ovarios presentaron ovocitos previtelogénicos en menor proporcion,
orientados hacia la periferia de los tubulos. En el lumen se observd gran
cantidad de ovocitos vitelogénicos, los cuales no dejaban espacios vacios, el
nacleo de dichos ovocitos presentd un nucléolo periférico (Fig. 6b).

La madurez comenz6 primero en machos en el mes de abril y termind
en junio del 2008, posteriormente se volvidé a presentar de marzo a mayo de
2009. El maximo porcentaje de gonadas masculinas (40.91%) en este estadio
ocurrio en mayo de 2009. En el caso de las hembras el estadio de madurez
abarcé de mayo a septiembre de 2008 y de marzo a mayo de 2009, con un
porcentaje maximo de ocurrencia en junio de 2008 (38.67%).

Estadio IV. Desove:

La gonada poseia una coloracion menos intensa y semitransparente.
Durante esta etapa tanto en machos como en hembras, las paredes de los
tibulos se fueron engrosando y formando pliegues, el lumen presentd
espacios vacios debido a la liberacion de gametos y hubo una proliferacion de

fagocitos en las paredes de los tubulos. En esta etapa se puede observar en
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la pared gonadal la presencia de estereocilios, los cuales posiblemente
facilitaban la expulsion de gametos al momento del desove. Los gametos no
liberados durante el desove perdieron paulatinamente su tamafo y forma
caracteristica, ocurriendo una aparente lisis celular (Fig.7). Debido a la
liberacion de gametos el IG disminuyo considerablemente.

El desove en machos ocurrié en los meses de abril a septiembre de
2008, con un porcentaje maximo del 29.73% en agosto del mismo afio. Para
las hembras, la liberacibn de gametos comenz6 en junio y concluyé en
octubre de 2008. EI maximo de ocurrencia de individuos (36.67%) en esta
etapa fue en julio de 2008.

Estadio V. Post-Desove:

Para ambos sexos, la coloracidén de las gonadas se volvié mas tenue y
transparente, los tubulos presentaron una disminuciéon notable en didmetro y
longitud. Este estadio se caracterizd por la presencia de una gran cantidad de
fagocitos reabsorbiendo los gametos no desovados y por la presencia de
atresias que aparecieron como aglomeraciones de células esféricas de color
marron. La capa de tejido conectivo se hizo mas evidente y dentro del mismo
se alcanzaron a distinguir concentraciones de células que aparentemente eran
granulocitos eosinofilos (Fig.8). La fase de post desove en algunos machos se
presento en julio 2008. Posteriormente se presentd de octubre a noviembre
del mismo afio, con un porcentaje maximo (66.67%) en noviembre de 2008.
En el caso de las hembras, ocurrio en los meses de octubre a diciembre del
2008. Las gonadas femeninas alcanzaron un maximo porcentaje de

ocurrencia (75.00%) en esta etapa en octubre de 2008.
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150 pm

b)

Figura 6. Gonadas de H.fuscocinerea en estadio de Madurez. a) Macho, b)
Hembra. O. Ovocito vitelogénico; Op. Ovocito previtelogénico; P. Peritoneo; Sz.
Espermatozoide.
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100 pm

Figura 7. Gonadas de H.fuscocinerea en estadio de Desove. a) Macho, b)
Hembra. F. Fagocitos; L. Lumen; Op. Ovocito previtelogénico; O. Ovocito
vitelogénico; P. Peritoneo; Sz. Espermatozoide.
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100 pm

Figura 8. Génadas de H.fuscocinerea en estadio de Post-Desove. a) Macho, a)
Hembra. At. Atresia; F. Fagocitos; L. Lumen; O. Ovocito vitelogénico; P.
Peritoneo; Sz. Espermatozoide.
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Estadio VI. Indiferenciado o en reposo:

La gonada alcanzo los valores mas bajos de longitud y peso y mostro
una coloraciéon transparente. En algunos casos se observaron manchones
color marrén, los cuales probablemente representaban concentracion de
pigmentos caracteristica del estadio. Las paredes de los tubulos se
observaron muy gruesas debido a la gran cantidad de tejido conectivo que se
hizo mas evidente. Dentro de este tejido aumenté la concentracion de
fagocitos y las concentraciones de posibles granulocitos eosindfilos (com.
pers. Garrido-Farifia). No hubo presencia de células germinales, sin embargo
se observé una alta proliferacién de atresias (Fig. 8). Finalmente en los meses
de octubre 2008 a enero de 2009 se present6 el estadio indiferenciado el cual
es la ultima etapa del ciclo reproductivo dando lugar a un nuevo ciclo. El
mayor porcentaje de organismos indiferenciados (52.63%) se presentd en

diciembre.
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Figura 9. Gbénadas de H. fuscocinerea en el estadio indiferenciado o en
reposo. At. Atresia; F. Fagocitos; Ge. Granulocito eosindfilo; P. Peritoneo;
Tc. Tejido conectivo

8.3 Indice Gonadosomatico

El indice gonadosomatico presentd una tendencia similar en ambos sexos.
Los machos presentaron IG con valores de 0.568 a 9.980 y las hembras valores en
un intervalo de 0.560 a 16.845. Al analizar los valores por sexos y mes se
encontraron diferencias significativas (F1,232=33.857; P<0.05) entre machos y
hembras. Los valores de IG de las hembras se observaron méas altos en los meses
de mayo y junio de 2008 y marzo a mayo de 2009, principalmente cuando las
gonadas se encontraban en los estadios | y Il. Asi mismo, los valores del IG

mostraron diferencias significativas entre meses (F(3232=56.340; P<0.05). La
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caracterizacion del ciclo reproductivo comenzé en abril de 2008, cuando los valores
del IG incrementaron sus valores hasta alcanzar un maximo en junio de 2008,
posteriormente decrecié abruptamente en el mes de julio, aumentando su valor en
agosto. En el periodo comprendido de septiembre a diciembre de 2008 los valores
disminuyeron considerablemente. Cabe destacar que en diciembre se presentaron
los niveles méas bajos de IG debido a la reabsorcion de las gonadas. En enero de
2009 los valores de los indices comenzaron a incrementarse debido al inicio de la

produccion de gametos (Fig.10).
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Figura 10. Comportamiento mensual del indice gonadosomatico (IG) de
hembras (linea discontinua con punto negro) y machos (linea solida con punto
blanco) de H. fuscocinerea durante el periodo de muestreo.
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8.3.1 indice gonadosomatico y factores ambientales

Durante el tiempo de muestreo la temperatura promedio (xDE) fue de 26.7 +
2.2°C. El valor més alto (29.9°C) se registré en el mes de junio de 2008 y el méas bajo
(23.5°C) fue registrado en abril de 2009 (Fig.11). La precipitacion pluvial (Pp) media
fue de 97.7 mm £146.0 mm. En el mes de julio 2008 se presento el nivel maximo con
un valor de 448.9 mm mientras que en los meses de noviembre 2008 a abril 2009
hubo ausencia total de lluvia (Fig. 12). En el caso de la salinidad (S) la media
registrada (xDE) fue de 31.5 + 3.1, siendo 34.5 el valor més alto registrado en

diciembre 2008 y el méas bajo 25.4 en junio 2008 (Fig.13).
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Figura 11. Comportamiento mensual del indice Gonadosomatico (IG) de H. fuscocinerea de
hembras (linea discontinua con punto negro), machos (linea solida con punto blanco) y la
temperatura (T°C) (linea punteada con rombos negros) registrada durante el periodo de
muestreo.
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El modelo de regresion lineal multiple a dos pasos (IG= 180.44 - 1.5 S - 0.83
Pp) indicd que la variacién total explicada sobre el IG en términos de las variables
ambientales seleccionadas (S y Pp) fue de 94.10%, con un valor de correlacion
multiple de 0.83 y un p multiple <0.05. La varianza total explicada increment6 66.49%
(con un r= 0.8154, p<0.05) en un primer paso al adicionar el predictor S. la
contribucion parcial del predictor Pp para explicar la variacion en el IG fue de 22.06%

(Tabla Ill).

Tabla Ill. Resumen de la regresion lineal multiple paso a paso.

2
R mull-\;iple Incremento Variables
Variable | Variable mdultiple (R ) de R . p-level incluidas
(Rm)
1 S 0.815455 0.664967 0.664967 0.025373 1
2 Pp 0.941077 0.885625 0.220658  0.049923 2
3 Tf 0.923077 0.923077 0.037452  0.313399 3

8.4 Distribucion de tallas de los ovocitos

Durante el periodo de muestreo, la distribucion de tallas siguié una tendencia
similar al patron de comportamiento del indice gonadosomatico y al estadio
gametogénico en que se encontraban los organismos. La talla promedio de los
ovocitos fue de 117.70 + 53.27um siendo la talla minima 1.5 pm y la maxima
alcanzada 408.30 um. Los ovocitos inmaduros obtuvieron una talla promedio de
61.46 + 9.83 um y los ovocitos vitelogénicos un diametro promedio de 121.49 + 31.37

pm.
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La talla de ovocitos desovados se encuentra dentro de la clase de tallas de
245.30 a 285.30 pm.

Los ovocitos inmaduros se presentaron durante la gametogénesis en el mes
de abril y mayo de 2008, con la mayor frecuencia de tallas (35.4% y 46.27%
respectivamente) en la clase de 41.85 a 82.53 um. Cuando las gbénadas se
encontraron maduras (junio de 2008) la mayor frecuencia de tallas (27.10%) se ubicé
de 123.22 a 163.90 um, posteriormente en el estadio de desove que se presentd en
los meses de julio, agosto, septiembre y octubre de 2008, la clase de tallas mas
frecuentes fueron de 82.53 a 123.21 um para julio y agosto (53.24% y 55.24%
respectivamente) y 123.22 a 163.90 um para septiembre y octubre (63.45% y 53.24%
respectivamente). En el mes de noviembre de 2008 comenzé la etapa de post
desove con una mayor frecuencia (55.40%) de ovocitos en degeneracion, con tallas
de 82.53 a 123.21 um. En diciembre se obtuvieron las tallas mas pequefias con una
mayor frecuencia de la clase de 1.15 a 41.84 um (49.28%). Posteriormente en enero
y febrero de 2009 comenzdé nuevamente la gametogénesis, los ovocitos mas
frecuentes (58.21%) midieron entre 123.22 y 163.90 um y 41.85 a 82.53 pm
(37.62%) respectivamente. En una fase mas avanzada de la gametogénesis
presente en marzo, abril y mayo de 2009 el mayor porcentaje de frecuencia de tallas

(42.20%, 37.20% y 46%) se movio a la clase de 123.22 a 163.900 pum (Fig.14).
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8.5 Fecundidad

La fecundidad anual promedio fue de 8096,392 = 1°138,522 ovocitos
vitelogénicos por hembra. El valor maximo de fecundidad se obtuvo en mayo de
2009 (25°617,600) y el minimo se presentd en abril de 2008 (200,032). En el mes de
junio se observo un valor alto en la fecundidad, disminuyendo en julio. En agosto los
valores se incrementaron nuevamente y disminuyeron drasticamente en el mes de
septiembre, manteniéndose bajos hasta el mes de febrero, cuando los valores

volvieron a incrementar y continuaron en aumento los meses siguientes (Fig. 15).
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Figura 15. Oscilacién de la Fecundidad real mensual durante el periodo de muestreo.
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9. DISCUSION

La coloracion que presentaron las gonadas maduras de los especimenes ha
sido reportada frecuentemente para holotaridos (Cameron y Frankboner 1986,
Herrero-Pérezrul et al. 1999, Abdel-Razek et al. 2005, Tehranifard et al. 2006, Toral-
Granda y Martinez 2007, Fajardo-Ledn et al. 2008) y puede deberse a la ingestion de
fitodetritus que contiene compuestos bioquimicos como los pigmentos carotenoides,
los cuales son vitales para la reproduccién e influyen en el crecimiento gonadal,
produccion, contenido energético y fotoproteccion de los ovocitos, ademas de la
supervivencia de las larvas (Matsuno et al. 1969, Hudson et al. 2003).

Durante el periodo de muestreo la proporcion de sexos estimada para H.
fuscocinerea no difiri6 de manera significativa de 1:1, coincidiendo con lo reportado
para Parastichopus californicus (Cameron y Frankboner 1986), Psolus fabricii (Hamel
et al. 1993), Actinopyga echinites, A. mauritiana, Holothuria nobilis, H. fuscogilva, H.
fuscopunctata, H. scabra, Telenota ananas, Stichopus variegatus (Conand 1993), P.
parvimensis (Tapia-Vasquez et al. 1996, Fajardo-Ledn et al. 2008) Isostichopus
fuscus (Herrero-Pérezrul et al. 1999) y H. spinifera (Asha y Muthiah 2008). Esta
proporcion es caracteristica de especies con reproduccion sexual (Pennington 1985,
Hamel y Mercier 1996a) y aparentemente es una caracteristica conservativa del
phylum Echinodermata, ya que se ha observado en otras clases con reproduccion
sexual y asexual como Asteroidea (Alves et al. 2002, Karako et al. 2002, Rubilar et
al. 2005, Ooka et al. 2010, Pasoto y Ventura 2010).

En holoturidos la duracion de cada estadio de desarrollo varia entre especies,

sexos 0 poblaciones de la misma especie, dependiendo de las estrategias
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reproductivas, condiciones oceanograficas, factores ambientales, distribucion
latitudinal y distribucion geogréfica (Fajardo-Ledn et al. 2008). El periodo de desove
en holoturoideos es muy variable y puede durar entre dos y cinco meses, como ha
sido documentado por Cameron y Fankboner (1986), Tapia-Vasquez et al. (1996),
Rasolofonirina et al. (2005), Tehranifard et al. (2006), Asha y Muthiah (2008) y
Fajardo-Leodn et al. (2008), pudiéndose determinar el grado de estacionalidad de la
especie y la sincronia de la poblacion.

El ciclo gametogénico descrito para H. fuscocinerea es similar a los
registrados para otros holotaridos con reproduccion estacional sincrénica (Conand
1993, Tapia-Vasquez et al. 1994, Rasolofonirina et al. 2005, Tehranifard 2006, Asha
y Muthiah 2008, Fajardo-Ledn et al. 2008). Las hembras fueron las primeras que
comenzaron la etapa | (en desarrollo) la cual, fue mas prolongada que la etapa de
madurez, debido a que la primera es considerada el proceso mas largo y
energéticamente mas costoso del ciclo gametogénico (Ramirez-Llodra 2002). En los
machos la etapa de madurez se concretdé mas rapido en comparacion con las
hembras, sin embargo el crecimiento de los ovocitos y espermatozoides ocurrio
simultdneamente. El desove de H. fuscocinerea se llevé a cabo en los meses de
junio, julio y agosto, coincidiendo con lo reportado para P. parvimensis en Baja
California (Tapia-Vasquez et al. 1996). Sin embargo, se pudo observar que los
machos desovaron antes que las hembras, lo cual aparentemente evidencia una
estrategia reproductiva en la cual los machos mediante diversas sefales estimulan a
las hembras a realizar la liberacion de sus gametos (Hamel y Mercier 1996a).
También se identificaron dos periodos de desove, el primero ocurrié en el mes de

junio y el segundo en el mes de agosto. El analisis histologico de las gonadas
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proporciona evidencia que durante el mes de julio se presenta un periodo de
maduracion de los gametos inmaduros que quedaron en la gonada después del
primer desove.

En el 60% de los organismos recolectados en diciembre no se pudo
determinar el sexo, debido a que la mayoria de las génadas ya estaban reabsorbidas
casi en su totalidad y uUnicamente se identificaron fagocitos como células
reconocibles. Este proceso de reabsorcion practicamente total de la gbénada, ya ha
sido reportado para diversas especies de holoturoideos por Tyler et al. (1985), Hamel
et al. (1993), Herrero-Pérezrul et al. (1999), Tapia-Vasquez et al. (1996), Hoareau y
Conand (2001) y Rasolofonirina et al. (2005). También, se ha reportado que las
variaciones en la proporcion mensual de atresias indican un vinculo cercano con la
actividad reproductiva, siendo esta variacion inversamente proporcional al indice
gonadosomatico, ya que los fagocitos se encargan de degradar todos los gametos
que no fueron liberados para reutilizar la energia, dando como resultado la
degeneracion de la génada y por consiguiente la disminucién del IG (Smiley y Cloney
1985, Walker et al. 2007). Aunque en el presente estudio no se cuantifico las
variaciones de la proporcion mensual de los fagocitos, se pudo observar ésta
relacion inversa entre la proporcion de los fagocitos y el IG.

Las hembras registraron valores de IG significativamente mas elevados que
los machos, debido a que los ovarios poseen ovocitos cuyos volimenes son mayores
en comparacion con los espermatozoides, los cuales a pesar de estar en mayor
cantidad en la gonada, ocupan un volumen menor como lo observado en H.
fuscocinerea, aungque esto no quiere decir que siempre las hembras tienen IG altos,

ya que para algunas especies como Parastichopus californicus (Cameron vy
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Frankboner 1986) y Psolus fabricii (Hamel et al. 1993) se han calculado |G mas altos
en machos. Debido a que los ambientes en los cuales habitan determinan bajas
densidades poblacionales, lo cual provoca que los machos necesiten producir
siempre una alta concentracién de espermatozoides para asegurar la fertilizacién en
esas poblaciones con baja densidad de individuos (Ramirez-Llodra 2002).

Se considera que el IG es un buen indicador del estadio de madurez para H.
fuscocinerea, ya que si se realiza una comparacién e integracion de la informacion
obtenida a partir de la caracterizacion del desarrollo gonadico y las variaciones del
IG, se puede observar una tendencia similar y cercanamente relacionada de ambos
parametros.

El comportamiento reproductivo estacional documentado en el presente
trabajo, no correspondi6 a la expectativa de que esta especie mantendria un
esfuerzo reproductivo constante en esta localidad tropical. Cameron y Fankboner
(1985) sefialan que los ciclos reproductivos estacionales son caracteristicos de la
mayoria de las especies templadas, las cuales desovan en respuesta al incremento
de la duracion e intensidad de luz del dia, lo que implica el incremento de la biomasa
del fitoplancton y ambos factores pueden ser los posibles inductores del desove
latitudinal. Por otra parte Conand (1993) afirma que para las mismas latitudes, la
reproduccion ocurre durante todo el verano (tres meses) y se encuentra sincronizada
con las variaciones de temperatura.

En el area de estudio, las variaciones de los factores ambientales se
encuentran fuertemente influenciadas por la dinamica de los vientos Tehuanos y la
marcada diferencia entre la época de lluvias y secas. Durante la época de lluvias la

salinidad del agua disminuye y la temperatura se incrementa. Contrariamente, la
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ausencia de lluvias provoca un aumento en la salinidad del agua y la disminucién de
la temperatura es originada por la temporada en que circulan los vientos Tehuanos
(noviembre a mayo), provocando surgencias en el Golfo de Tehuantepec. Sin
embargo, se ha reportado que en el mes de noviembre hay una etapa de transicion
entre la terminacion de la época de lluvias y el inicio del periodo de surgencias (Lavin
et al. 1992, Tapia-Garcia et al. 2007).

Las variaciones temporales de la salinidad y la precipitacion pluvial tuvieron
efectos importantes sobre los patrones observados en el ciclo reproductivo de H.
fuscocinerea, ya que el desove estuvo evidentemente influenciado por una alta
productividad, asociada a la precipitacion pluvial, la cual por medio de escorrentias
incrementa el aporte de nutrientes al océano, favoreciendo el incremento del
fitoplancton, el cual generalmente se desarrolla después de que la capa de la
superficie se estabiliza meses después (Hamel et al. 1993, Asha y Muthiah 2008).
Este fendmeno ya se ha registrado anteriormente para H. leucospilota (Jayasree y
Bhavanarayana, 1994), H. scabra (Rasolofonirina 2005) y H. spinifera (Asha y
Muthiah, 2008)

Una liberacién masiva de gametos durante un periodo corto de tiempo sugiere
qgue el desove esta controlado por factores externos (Asha y Muthiah, 2008). Se
supone que la dinamica de factores ambientales afecta indirectamente al ciclo
gametogénico, ya que como se menciono anteriormente, determina la variacion en la
disponibilidad de alimento y cambios en el tipo de comida en los organismos larvales,
juveniles y adultos. El primer evento de liberacion de gametos de H. fuscocinerea
esta aparentemente ligado a la influencia de los vientos Tehuanos y su relacion con

la productividad primaria, sugiriendo que probablemente los organismos desovan con
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anticipacion para asegurar que las larvas se desarrollen, y al presentarse los
incrementos significativos de fitoplancton exista abundante alimento disponible. Asi
mismo, los organismos adultos durante esta temporada pueden experimentar una
etapa de recuperacion y almacenamiento de energia para el siguiente ciclo de
produccion de gametos, ya que el detritus del cual se alimentan, también se
enriquece con las depositaciones de productos del plancton y material organica al
fondo marino (Hamel y Mercier 1996b).

El didametro méximo de los ovocitos de H. fuscocinerea fue de 408.3 um vy el
promedio 117.7 um. Generalmente los pepinos de mar de las familias Holothuriidae,
Stichopodidae y Synaptidae, tienen huevos pequefios (85-250 pum), los cuales
indican desarrollo indirecto, es decir a través de un estadio larval planctotréfico, a
diferencia de las especies que tienen huevos muy grandes, los cuales se desarrollan
directamente en juveniles o en larvas lecitotréficas (Giese et al. 1991; Hamel et al.
1993, Sewell y Young 1997). Generalmente los holoturoideos con desarrollo larval
planctotréfico tienden a reproducirse durante las estaciones calidas, aunque existen
especies cuya reproduccion estd influenciada por otros factores que inducen al
desove, como la duracion del dia, salinidad, fases lunares, disponibilidad de alimento
y aporte de nutrientes por rios (Toral-Granda y Martinez 2007). En este caso, para H.
fuscocinerea se evidencié la influencia de mdltiples factores ambientales,
determinados por las caracteristicas particulares del area de estudio.

La fecundidad estimada en el presente trabajo es mayor a la reportada para
otras especies como Holothuria atra, la cual produce de 12,110 a 1°342,278 ovocitos

por hembra (Abdel-Razek et al. 2005), Stichopus herrmanni con valores de 8,000
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(Tehranifard et al. 2006) y H. spinifera con valores promedio de 7,938 (Asha y
Muthiah 2008).

De acuerdo con la fecundidad estimada en el presente trabajo y el tamafio del
ovulo, se puede afirmar que H. fuscocinerea tiene una estrategia reproductiva “r’, la
cual se caracteriza porque los organismos que la presentan no ejercen cuidado
parental y poseen alta fecundidad con produccion de évulos pequerios, dando origen
a larvas planctotréficas, caracterizadas por tener mecanismos de natacién y
alimentacion bien desarrollados que le sirven principalmente para obtener su
alimento de fuentes externas mediante 6rganos especializados (Strathmann et.al.
1992, Ramirez-Llodra 2002).

Las larvas planctotréficas dependen principalmente de la disponibilidad del
alimento y la temperatura, debido a que los huevos estan provisionados con pocas
reservas energéticas. Debido a esto, los organismos adultos desovan principalmente
en épocas de lluvias porque hay un aumento de productividad primaria, garantizando
de esta forma que las larvas puedan alimentarse y subsistir (McEdward y Miner
2003; Reitzel et al. 2004), como aparentemente ocurre con H. fuscocinerea en la
Entrega.

Finalmente se recomienda realiza mas estudios biolégicos y ecoldgicos en H.
fuscocinerea, los cuales complementen el ciclo biolégico detallado del organismo,
mediante estudios 0 experimentos que documenten los procesos que se llevan a
cabo una vez que los gametos son liberados al medio, ya que la descripcion de la
biologia de desarrollo de una especie proporciona informacion importante que

permite dilucidar los procesos ecoldgicos que se llevan a cabo en una poblacion en
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la etapa de desarrollo temprano de los individuos para garantizar su supervivencia en

el ecosistema.

10. CONCLUSIONES

e Holothuria fuscocinerea no presenta dimorfismo sexual externo. Posee una
gonada constituida por una base gonadal a la cual esta unido un grupo de
filamentos que se bifurcan en la parte distal.

e La proporcion entre machos y hembras no presenté diferencias de la
proporcion 1:1 durante el periodo de muestreo.

e H. fuscocinerea present6 un ciclo reproductivo anual, iniciAndose en enero y
concluyendo en diciembre.

e Durante el ciclo reproductivo se identificaron cinco estadios de desarrollo
gonadal: en desarrollo (inicio y mantenimiento de la actividad gametogénica),
madurez (mayor concentracion de gametos maduros), desove (lumen vacio y
no se observan células en desarrollo), post desove (gran concentracion de
atresias, goénada en reabsorcion) y reposo (no se diferencian células sexuales,
presencia de concentraciones de fagocitos).

e El desove presenté un maximo en el mes de junio de 2008 y otro en agosto de
2008, éste ultimo probablemente ocurre como una consecuencia de la
maduracion de ovocitos remanentes durante el mes de julio.

e Los valores de IG registrados para hembra fueron significativamente mas altos
gue en machos, asi mismo se encontraron diferencias significativas durante

los estadios de desarrollo y maduracion de las génadas.
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El ciclo gametogénico se encuentra estrechamente relacionado con las
fluctuaciones en la precipitacion pluvial y la salinidad del agua de mar.

Las talla promedio de los ovocitos fue de 117.70£53.27um siendo la talla
minima 1.5 um y la maxima 408.3 pum.

La fecundidad anual promedio fue de 8096,392 = 1°138,522 ovocitos

vitelogénicos por hembra.
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Anexo |. Caracteristicas principales de los cinco estadios identificados para H. fuscocinerea.

CARACTERISTICAS

ETAPA O ESTADIO MACHOS HEMBRAS PERIODO
Coloracion Morfoldgicas Coloracion Morfoldgicas
-Peritoneo grueso -Peritoneo grueso
-Alta concentracién L. .
. e - Alta concentracion ovogonias en
. espermatogonias en la periferia L e .
l.- Endesarrollo Blanquecina i Naranja palido la periferia folicular. ene-may.
folicular.
-Presencia de pocos -Presencia de pocos ovocitos
espermatozoides en el lumen. previtelogenicos en el lumen
-Peritoneo delgado -Peritoneo delgado
-Valor de IG mdaximo -Valor de IG maximo
g - Alta concentracién de o - Presencia de alta concentracién )
II.- Madurez Crema espermatozoides en el lumen Naranja intenso de ovocitos vitelogénicos jun.
-Lumen sin espacios vacios -Lumen sin espacios vacios
-Nucleo con nucléolo periférico
-Peritoneo grueso -Peritoneo grueso
) -Disminucién del IG ) -Disminucion del IG
Blanquecinay . . Naranjay . . .
lll.- Desove . -Lumen con espacios vacios . -Lumen con espacios vacios jul-sep.
semitransparente _ N semitransparente ) N ]
-Presencia de estereocilios -Proliferacion de fagocitos
-Proliferacion de fagocitos
-Peritoneo grueso -Peritoneo grueso
Tenue -Disminuye el IG Tenue -Disminuye el 1G .
IV.- Post desove y v y ) y ¥ By ) nov-dic.
tranparente -Alta concentracion de fagocitos tranparente -Alta concentracion de fagocitos
-Alta concentracién de atresias -Alta concentracidn de atresias
-Peritoneo grueso
Transparente con |-Sin presencia de células germinales
V.- Indiferenciado | manchones -Mdxima concentracidn de fagocitos dic.
marrones -Presencia de granulocitos eosinofilos

-Méxima concentraciéon de atresias




