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Abstract

Holothuria grisea is a species distributed throughout the Caribbean and which been illegally extracted in Colombia, which is further
aggravated by the ignorance of its biology and ecology. This study evaluated some aspects of the reproductive biology of H. grisea at Cispata
Bay from organisms collected between April and November 2015. The gonadal index and the determination of the gametogenic stages were
calculated based on classical histological methods. In the present study, 80 individuals were analyzed, of which 47.5% were males, 45%
females and 7.5% did not present gonadal tissue. Microscopic and histological observations made it possible to identify three gonadal stages
for the species: growth, maturity and post-spawning. It was evidenced that this dioecious holothuroid has a 1: 1 sex ratio, with a continuous
reproduction cycle presenting three reproductive peaks in the eight months studied. Finally, the length of the first gonadal maturity for the
species was 13.5 cm. The information obtained in this work could be of great use in the future from the point of view of the sustainability of
this resource and the implementation of practical management programs.

Keyword: Echinoderms; histology; Gonadosomatic index; reproduction

Resumen

Holothuria grisea es una especie que se distribuye a lo largo del Caribe y la cual ha sido extraida ilegalmente en Colombia, lo que se agrava
aun maés por el desconocimiento de su biologia y ecologia. Este estudio, evalu6 algunos aspectos de la biologia reproductiva de H. grisea en
la Bahia de Cispatd, a partir de organismos recolectados entre abril y noviembre de 2015. Se calculd el indice gonadal y la determinacion de
los estadios gametdgenicos con base en métodos histoldgicos clasicos. En el presente estudio, fueron analizados 80 individuos, de los cuales
el 47.5% fueron machos, 45% hembras y el 7.5% no presentaron tejido gonadal. Las observaciones microscopicas e histologicas permitieron
identificar tres estadios gonadales para la especie: crecimiento, madurez y post-desove. Se evidencio que este holoturido dioico presenta una
proporcion sexual 1:1, con un ciclo de reproduccién contintio presentando tres picos reproductivos en los ocho meses estudiados. Por Gltimo,
la talla de primera madurez gonadal para la especie fue 13.5 cm. La informacion obtenida en este trabajo podria ser de gran utilidad a futuro
desde el punto de vista de la sostenibilidad de este recurso y de la implementacidn de programas practicos de gestion.

Palabras clave: Equinodermos; histologia; indice gonadosomatico; reproduccién
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INTRODUCCION

El phylum Echinodermata estd comprendido por
invertebrados estrictamente marinos distribuidos en
cinco clases, de las cuales Holothuroidea representa el
90% de la biomasa del fondo marino considerandose
como uno de los grupos mas dominantes (De Leo et al.,
2010).

Los holotdridos realizan importantes funciones
ecoldgicas en los ecosistemas marinos como la
bioturbacion del sedimento e influyen en el reciclado de
nutrientes (Purcell et al.,, 2013). Ademas de su
importancia ecoldgica, representan un importante
recurso pesquero exportado principalmente a paises
asiaticos, lo cual ha fomentado la creacion de nuevas
pesquerias en todo el mundo (Eriksson et al., 2015). La
demanda de este recurso ha provocado una
sobreexplotacién, la cual se ha expandido a otras
regiones, como Isla Galapagos, Chile, Rusia y el Caribe.
En el caso especifico del Caribe colombiano, en algunas
localidades los pepinos de mar han sido capturados
ilegalmente sin ningun tipo de regulacion y vendidos por
pescadores artesanales a precios insignificantes (Puentes
et al.,, 2014; Acosta et al.,, 2021). A pesar de esta
problematica, en Colombia existe un vacio de
informacion sobre la biologia y pesqueria de estos
organismos, por lo tanto, hay un gran potencial para la
investigacion en diversas areas relacionadas (Forero et
al., 2013).

Holothuria grisea es una especie de pepino de mar del
orden Aspidochirotida, que habita en pastos marinos,
pero se le puede encontrar en arrecifes y fondos blandos
a bajas profundidades (Pawson et al., 2010). Este
holotdrido es catalogado como un recurso
hidrobioldgico con potencial pesquero, y pese a que no
constituye en la actualidad un recurso comercial, se han

registrado extracciones ilegales y confiscamientos en
algunos lugares del Caribe colombiano (Benavides-
Serrato, 2006). Para el caso de la bahia de Cispata, los
pescadores artesanales mencionan que en la década de
los 90 hubo una extraccion insostenible de esta misma
especie (E. A. Diaz, comunicacion personal, 12 de abril,
2014; Nisperuza-Pérez et al., 2018).

Por otra parte, estudiar la historia de vida de organismos
bentonicos es clave para el entender la importancia de
las especies a nivel individual en el funcionamiento del
ecosistema, asi como para reconocer su susceptibilidad
a las distintas actividades antrépicas (Rijnsdorp et al.,
2018). En el caso de especies con potencial pesquero, la
biologia reproductiva es fundamental para su buena
gestion. Asi mismo, conocer las caracteristicas
reproductivas pueden ayudar a restaurar y mejorar las
poblaciones naturales, procesos esenciales para los
programas de cria y acuicultura (Wang et al., 2015). El
objetivo del presente trabajo es evaluar la biologia
reproductiva de H. grisea en la bahia de Cispata a partir
de la determinacion de estadios de madurez gonadal,
talla de primera madurez gonadal, proporcion sexual y
ciclo reproductivo.

MATERIALES Y METODOS

El estudio se llevé a cabo a partir de organismos
recolectados, desde abril a noviembre de 2015 en el
sector La Ahumadera (9° 24°44.90” Ny 75° 47°43.73”
W) (Fig. 1), ubicada en la zona de uso sostenible de la
bahia de Cispata y la cual cuenta con una extension de
1.08 km? en donde predomina un sustrato fango-arenoso
colonizado principalmente por esponjas y praderas de
Thalassia testudinum Banks ex Konig, 1805 (Quirds-
Rodriguez, 2015).
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Figura 1. Localizacion del sector La Ahumadera en la Bahia de Cispat4, Colombia.

Mensualmente, se recolectaron 10 individuos de H.
grisea, los cuales fueron empacados en bolsas
herméticas y relajados con sal epsom (Solis-Marin y
Mata-Pérez, 1999). Posteriormente se almacenaron en
neveras de icopor y transportaron al laboratorio de
Histopatologia de la Universidad de Coérdoba. La
determinacién de la longitud total de los organismos se
realizd6 con una cinta métrica. Para la diseccion y
extraccion de la génada, se hizo un corte con una
cuchilla siguiendo el plano sagital en la division dorso-
ventral. Luego de ser extraida la gonada se procedio a
determinar el peso de los organismos eviscerados y de
la génada con una balanza analitica (Precisa, XT 220A).

Cada gonada fue fijada en formalina al 4% (en agua de
mar) durante 24 horas, posteriormente se cambiaron a
alcohol al 70% para su preservacion. Se escogi6 el
tibulo mas representativo de la génada y se tomaron tres
fragmentos del tejido de aproximadamente 1 a 2 cm,
luego se colocaron dentro de casetes histolgicos para
seguir con la técnica de inclusion. Después de tener los
tejidos emparafinados, se trasladaron al Instituto
Colombiano Agropecuario (ICA) del municipio de
Cereté, en donde se hicieron cortes longitudinales (3.5
um de espesor) a los tdbulos utilizando un micrétomo
de rotacion manual. Los cortes se tifieron mediante el

método Hematoxilina-Eosina y los montajes se
realizaron con balsamo de Canada.

Las placas fueron observadas en un microscopio éptico
Carlz Zeiss stemi 2000 a un aumento de 4x, 10x y 40x
con el fin determinar el sexo de cada uno de los
organismos. Las imagenes fueron procesadas en un
Software analizador de imagenes (Carl Zeiss Axiovision
4,3). Las fases de desarrollo gonadico se establecieron
con base en escalas de madurez sexual usualmente
descritas para holotiridos (Rasoloforina et al., 2005;
Fajardo-Ledn et al., 2008; Keshavarz et al., 2012). Para
la asignacion de las escalas de maduracion se tuvieron
en cuenta las caracteristicas celulares distintivas del
nucleo, citoplasma, la pared del epitelio folicular y el
germinal (Asha y Muthiat, 2008; VVenancio et al., 2021).

Se procedid a determinar la proporciéon sexual de la
especie aplicando la prueba x? de bondad de ajuste, y se
compararon los valores observados y esperados en la
frecuencia de ocurrencia para hembras y machos
utilizando el programa XLSTAT 7.5.2. Para brindar una
base al manejo pesquero de la especie, se estimé
longitud minima de la primera madurez sexual (Lso),
para ello se utilizaron las frecuencias acumuladas
relativas del 50% de los individuos maduros (Saborido-
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Rey, 2004). Por otro lado, el indice gonadosomatico
(IG) se determino a partir de la ecuacion utilizada por
Santos et al. (2017).

IG: (Pgon /Pevis)*loo.

Donde: Pgon €s el peso gonadal y Pevis corresponde al
peso del organismo eviscerado.
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RESULTADOS

Se recolectaron un total de 80 individuos de H. grisea,
38 machos (47.5%), 36 hembras (45%) y seis individuos
sin tejido gonadal (7.5%), estos Ultimos fueron
registrados en los meses de julio, agosto, septiembre y
octubre (Fig. 2). EI mayor nimero de machos se
encontraron en los meses de mayo y septiembre, y en el
caso de las hembras en junio y octubre (Fig. 2). La
prueba de bondad de ajustes de X2no mostro diferencias
estadisticamente significativas en la proporcion sexual
1:1 (X?=0.13; gl=1; Alfa= 0.05)..

abril mayo junio

aosTG

julio

mH

agosto

T T T 1
septiembre octubre noviembre

OM

Figura 2. Porcentaje de individuos machos (M), hembras (H) y sin tejido gonadal (STG) registrados en el sector La Ahumadera, bahia de

Cispata.

Con base en las caracteristicas histologicas se
observaron y describieron tres estadios de desarrollo
gonadal para ambos sexos: crecimiento (1), maduracion
(I y post-desove (I11). El estadio que mas se presentd
fue el de maduracién en 36 individuos, seguido del
estadio de crecimiento y por Gltimo post-desove con 20
y 18 individuos respectivamente. A continuacion, se
detallan las caracteristicas para cada estadio en ambos
SeX0s.

Estadio | (Crecimiento): En ambos sexos se evidencian
algunos fagocitos nutritivos dispersos en el lumen. En
las hembras, los ovocitos tempranos y previtelogénicos
presentan forma irregular y se encuentran adheridos al
epitelio germinal; algunos ovocitos vitelogénicos
solitarios estdn en el centro del lumen junto con
fagocitos nutritivos (Fig. 3A). En los machos, los
espermatocitos primarios y las espermatogonias se
encontraron proximos al epitelio germinal y en el caso
de los espermatozoides, formaron agregaciones en la
parte central del lumen (Fig. 3B).
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Figura 3. Estados de madurez gonadal para hembras y machos en
individuos colectados de H. grisea en la bahia de Cispata, a)
Hembra en crecimiento, b) Macho en crecimiento, ¢) Hembra en
madurez, d) Macho maduro, ) Hembra en post-desove, f) Macho
en post-desove. Abreviaturas: FN: Fagocitos nutritivos; LM:
Lumen; EG: Epitelio germinal; OP: Ovocito pre-vitelogénicos;
OV: Ovaocito vitelogénicos; OM: Ovocito maduro; OR: Ovocito
remanente; NC: Ndcleo; NL: Nucléolo CE: Columna de
espermatocitos; ES: Espermatogonias; EZ: Espermatozoides.

Estadio Il (Maduracidn): Este estadio, se caracterizé
porque el lumen se encuentra lleno de gametos maduros
y hay ausencia de fagocitos nutritivos (Fig. 3 C-D). Los
ovocitos en las hembras presentan forma poligonal
provista de granulos corticales en la superficie y el
nucléolo es claramente apreciado. En el caso de los
machos, todo el Ilumen estd ocupado por
espermatozoides.

Estadio 11l (Post-desove): se observan relictos o
residuos de gametos acompafiados de fagocitos
nutritivos dispersos en el lumen (Fig. 3 E-F). En las
hembras, el epitelio germinal es grueso y acompariado
de ovocitos remanentes. En los machos, hay

espermatozoides dispersos en el lumen, pero en menor
concentracion que en el estadio II.

En cuanto a la talla de los individuos colectados, esta
varié entre 6.5 y 23 cm con un promedio de X=14.5 +
DE=3.8 cm, los machos presentaron una mayor longitud
promedio que las hembras, pero estas diferencias no
fueron significativas al contrastar las medias mediante la
prueba t student (P-valor> 0.05). El individuo mas
pequefio en estadio Il presentd una talla de 9.6 cm. La
talla en donde el 50% de los individuos se encontraba en
estadio de maduracién o talla minima de la primera
madurez sexual (Lso) de H. grisea en la bahia de Cispata
fue de 13.5 cm (Fig.4).

Frecuencia acumulada (%)

96 106 116 126 136 146 156 166 176 186 196 206

Punto medio del intervalo
Figura 4. Probabilidad de madurez sexual con base en la longitud
corporal de Holothuria grisea en la bahia de Cispata.

En cuanto al indice gonadosomatico, este presentd una
tendencia similar en ambos sexos. Los valores del I1G en
machos vario de 0.05 a 3.9 y en el caso de las hembras,
en un intervalo entre 0.12 a 4.05. La prueba t- Student
evidenci6 que no se presentaron diferencias
estadisticamente significativas en los valores del 1G
entre machos y hembras (P-valor > 0.05).

El I1G para ambos sexos presentd un pico en el mes abril,
posteriormente decrecié considerablemente en mayo y
junio, presentando los menores valores en este Gltimo
mes, aumentando sus valores en julio, en donde los
machos alcanzaron el valor maximo del IG (X=3.9 +
SE=0.89), nuevamente hubo una disminucién en el mes
de agosto y un ligero aumento para el mes de
septiembre, posteriormente se evidenci6 otro pico para
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el mes de octubre, en donde las hembras alcanzaron el
valor del IG més alto (4.05 + 0.1), para el Gltimo mes de
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muestreo se presencié nuevamente una disminucion
considerable del IG para ambos sexos (Fig. 5).
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Figura 5. Promedio mensual por sexos del indice gonadosomatico y sus errores estandares.

Al realizar una comparacion e integracion de la
informacion obtenida a partir de la caracterizacion del
desarrollo gonadico y las variaciones del 1G, se pudo
observar una tendencia similar y cercanamente
relacionada durante los meses de abril y julio, pero se
evidencié un comportamiento disimil en el mes de
noviembre, en el cual se registr6 el mayor nimero de
individuos maduros, pero no se presentd un pico del I1G
en este mes sino en el mes de octubre, por lo que el tercer
pico reproductivo de la especie puede presentarse entre
estos dos meses.

DISCUSION

En este estudio se confirma que H. grisea es una especie
gonocdrica que no presenta dimorfismo sexual externo.
En el caso de la proporcion sexual estimada, el resultado
obtenido coincide con lo reportado por Bueno et al.
(2015) y Leite-Castro et al. (2016) para la misma especie
en Brasil, asi como también, para otras especies de la
familia Holothuriidae, como H. floridana (Ramos-
Miranda et al., 2017), H. mexicana (Rogers et al., 2018)
y H. forskali (Ballesteros et al., 2021). La proporcién
sexual 1:1 es caracteristica de especies con reproduccion
sexual y parece ser una estrategia de asignacion de
recursos para un suministro adecuado de gametos,

maximizando el éxito de la fertilizacion (Kahng et al.,
2011). Esta proporcion es aparentemente es una
caracteristica conservativa del phylum Echinodermata,
ya que se ha observado en otras clases con reproduccion
sexual, como Asteroidea (Cossi et al., 2015; Pérez et al.,
2017), Ophiuroidea (Benitez-Villalobos et al., 2012;
Tominaga y Komatsu, 2013) y Echinoidea (Sindique y
Ayub, 2019; Elakkermi et al., 2021).

Los estadios de madurez gonadal para H. grisea
identificados en este trabajo, se ajustan a los
documentados por Bueno et al. (2015) y son facilmente
diferenciables por la forma y presencia de células. La
presencia asidua de individuos maduros durante el
periodo de muestreo puede suponer un patrén de
reproduccién poblacional continuo para la especie en la
bahia de Cispata. Este modelo reproductivo se ha
documentado para un namero creciente de especies
principalmente las que se encuentran a lo largo del
ecuador o a grandes profundidades, presentando
individuos maduros a lo largo de todo el afio (Ortiz,
2011).

La ausencia de gonadas en individuos pequefios puede
atribuirse a que alin no hubieran alcanzado la primera
madurez sexual (Ortiz, 2011), y en individuos de mayor
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longitud a un posible proceso de reabsorcion de tubulos
(Lépez et al., 2010). Este modelo de reabsorcion
gonadal se ha registrado en otras especies de la familia
Holothuriidae como Holothuria fuscogilva, H. scabra y
Actinopyga mauritiana (Ramofafia y Byrne, 2001) y es
producto de la degradacion de todos los gametos que no
fueron liberados, con el fin de reutilizar esta energia y
dando como resultado la degeneracion de la gonada.

Teniendo en cuenta que H. grisea ha sido foco de
explotacion ilegal en la bahia de Cispata y en algunas
zonas del Caribe colombiano, se hizo necesario, ante un
posible aprovechamiento sostenible de este recurso,
estimar la talla de primera madurez de la especie para el
area de estudio, ya que esta es necesaria en la gestion de
los limites de captura (Conand, 2008). La justificacion
biolégica de esta medida estd relacionada con
maximizar el rendimiento por recluta, de tal forma que
se permita a los individuos desovar antes de la cosecha,
ademas de una razon econoémica, ya que individuos mas
grandes ordenan un mejor precio que los individuos
pequefios. El valor del Lso obtenido en esta investigacién
indica que la especie se reproduce cuando tiene tallas
intermedias e incluso pequefias, lo cual es tipico de
especies poco longevas (Lopez et al., 2010). Este
resultado se ajusta a lo documentado en algunos
congéneres como H. floridana (Ramos-Miranda et al.,
2012) y H. poli (Slimane-Tamacha et al., 2019); pero
difieren de H. arguinensis (Marquet et al., 2017) vy
Holothuria (Microthele) sp. (Cahuzac et al., 2019),
cuyas tallas de primera madurez sexual estan por encima
de 20 cm.

El método del indice gonadal, se utiliza a menudo como
una medida de la condicion reproductiva en
invertebrados, basado en la suposicion de que la
proporcion de tamafio de las partes del cuerpo del animal
varia poco con los cambios en el tamafio del animal
(Gonor, 1972). Los mayores valores de este indice en las
hembras, puede atribuirse a que los ovarios poseen
ovocitos cuyos volumenes son mayores en comparacion
con los espermatozoides, los cuales, a pesar de estar en
mayor cantidad en la génada, ocupan un menor volumen
(Gutiérrez, 2011).

Al comparar los resultados histoldgicos con el IG se
pudo evidenciar tres picos reproductivos de H. grisea en
el periodo estudiado, los cuales se presentaron en épocas
climaticas distintas. Leite-Castro et al. (2016) manifiesta
que esta especie, por su distribucion intermareal ha
evolucionado para ajustar su ciclo reproductivo a la
fluctuacion de los factores ambientales.

CONCLUSIONES

Segun los resultados encontrados se concluye que los
aspectos reproductivos de H. grisea estudiados en la
bahia de Cispata, se ajustan a los de muchas especies de
holotdridos tropicales, siendo una especie dioica, con
una proporcién sexual 1:1. Las observaciones
histologicas permitieron identificar tres estadios de
madurez gonadal para ambos sexos. La especie presenta
un ciclo de reproduccién continuo, con tres picos
reproductivos en los ocho meses estudiados y en cuanto
al tamafio minimo de madurez gonadal este fue de 13.5
cm. Los parametros calculados en esta investigacion
pueden ser Gtiles ante una posible utilizacién sostenible
de este recurso, sin embargo, proponemos una
investigacion mas extensa, que abarque de dos a tres
afios de observacion, para asi establecer el patron
completo de reproduccion de H. grisea ademas de
realizar estudios de desove y fecundidad bajo
condiciones controladas.
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