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Resumen

Los pepinos de mar son organismos marinos de alto valor comercial y su
pesqueria es de gran importancia en México. En las ultimas décadas, sus
poblaciones se han visto afectadas a nivel nacional, por efectos de sobrepesca
y cambio climatico. En la costa occidental de la Peninsula de Baja California
existe una pesqueria del pepino de mar, Apostichopus parvimensis, desde
1997. Sin embargo, a partir del 2011 se registraron decrementos significativos
en los desembarques. A pesar de su enorme importancia comercial y ecoldgica,
son pocos los estudios sobre su biologia. Nos encontramos en un momento
clave, para experimentar y promover estudios que favorezcan a las poblaciones
naturales. Un ejemplo de gran potencial es la acuicultura. Por ello, este trabajo
se enfoca en desarrollar la biotecnologia y asentar las bases para el cultivo de
A. parvimensis. Promover practicas acuicolas para el pepino de mar no
solamente es vital para continuar con su aprovechamiento, sino que va de la
mano con practicas ecoldgicas, como el repoblamiento, para ayudar a sus
poblaciones naturales. Como primer paso para el desarrollo acuicola de
cualquier invertebrado, debemos entender su desarrollo larval. El pepino de
mar, A. parvimensis, presenta un desarrollo larval que se compone de 5
estadios con una duracion de 26 dias a partir de la fecundacién, concluyendo

con un organismo juvenil. Los juveniles obtenidos en este trabajo se



mantuvieron en condiciones de laboratorio por 3 meses y alcanzaron una talla
de hasta 1 cm. Los organismos reproductores se mantuvieron en condiciones
de laboratorio por 7 meses hasta su desove natural en los meses de marzo y
abril del 2018. A su vez, se desarroll6 una técnica de desove con inductores
quimicos, obteniendo una eficacia del 70%. Los organismos reproductores fuera
de temporada reproductiva se sometieron a experimentos de multitrofia, con el

fin de promover el desarrollo de practicas acuicolas sostenibles.
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Introduccion

Los pepinos de mar son equinodermos pertenecientes a la clase Holoturoidea.
Son invertebrados marinos bentdnicos de cuerpo blando con una forma tubular
alargada. Se alimentan de los detritos del fondo marino, reciclando los
componentes organicos de los sedimentos, lo que los convierte en un
componente ecoldgico importante. A la fecha, mas de 60 especies de
holotdridos son explotadas como un recurso pesquero (Anderson et al., 2011;
Collard et al., 2014; Zamora et al., 2016).

El pepino de mar es un producto codiciado debido a sus caracteristicas
medicinales y ha sido extraido desde hace siglos, siendo un producto con alto
valor nutricional y bajo en grasas (Chen 2003). Aun cuando la actividad
extractiva tiene una larga historia, fue a partir de la década de los 90s, que la
produccion pesquera de holotaridos aumentd, gracias al incremento en la

demanda en el mercado asiatico durante los ultimos afios (Purcell et al., 2013).

La pesqueria de pepino de mar es una de las actividades econdmicas de mayor
valor en la mayoria de las comunidades costeras que exploran este recurso. La
disminuciébn o perdida de este recurso representa impactos econdmicos
significativos. Globalmente el estatus de las poblaciones de las especies de
holotaridos mas capturadas es preocupante ya que debido a las caracteristicas
biolégicas del organismo las poblaciones se pueden afectar de forma
irreversible (Purcell et al., 2013). Como consecuencia de la sobreexplotacion,
un creciente numero de paises han comenzado a desarrollar programas de

acuacultura con pepinos de mar (Anderson et al, 2011; Purcell et al., 2013).

El mercado asiatico ha tenido una creciente demanda del pepino de mar
Parastichopus parvimensis, o comunmente llamado en inglés “warty sea
cucumber” (Salgado-Rogel et al., 2009), el cual se distribuye desde Monterey

Bay, E.U.A., hasta Baja California Sur, México (Hamel y Mercier, 2008). Por su



valor comercial el pepino de mar A. parvimensis es una de las especies de
mayor interés en la costa del Pacifico mexicano de la Peninsula de Baja
California (Fajardo-Ledn et al., 2008).

El pepino de mar A. parvimensis es explotado como un recurso pesquero en las
costas de la peninsula de Baja California desde 1997. Sin embargo, en el 2011
la pesqueria habia decaido hasta un tercio y segun los datos de la ultima
evaluacion realizada ese mismo afio y pese a que el recurso no mostraba una
condicion de sobrepesca, tampoco se habia recuperado (Chavez et al., 2011).
Recientemente, la asociacion civil Comunidad y Biodiversidad (COBI) reportd
gue existe una vulnerabilidad de dicha especie hacia los posibles efectos del
cambio climético, que podria causar grandes mortalidades en sus poblaciones
(COBI, 2014).

A pesar de su importancia comercial, son pocos los estudios sobre la biologia y
dinamica poblacional de A. parvimensis (Cameron et al., 1989; Chavez et al.
2011), por lo que la falta de conocimiento sobre la especie la hace propensa a
un manejo pesquero deficiente que puede llevar al deterioro de sus poblaciones
en el mediano y largo plazo. Recientemente, Fajardo-Ledn y colaboradores
(2008) reportaron que en las poblaciones asociadas a Isla Natividad y Bahia
Tortugas en Baja California, A. parvimensis presenta un ciclo gonadico anual
regulado por variaciones estacionales. Presentan gametogénesis en el mes de
noviembre (44% de los organismos en fase de gametogénesis en la isla de
Natividad), lo que se ha considerado como el inicio de la temporada
reproductiva. Posteriormente se ha reportado que el desove se lleva a cabo en
los meses de abril y mayo; el post-desove se registré en los meses de junio y
julio (Fajardo-Ledn etal., 2008); posteriormente presenta una evisceracion
espontanea en los meses de octubre y noviembre, como ha sido reportado
también para especies de pepino de mar en Asia (Hamel et al., 2008; Yingst,
1982).



Se estima que A. parvimensis puede tardar 1 afio en alcanzar la talla comercial,
sin embargo, medir la talla del organismo no es trivial debido a la gran
capacidad de contraccidbn que tienen los pepinos. Por lo tanto, se sugiere
evaluarlos utilizando el peso del organismo. En la actualidad, se considera que
122 gr en peso humedo de tejidos sin érganos es una de las referencias mas
aceptada para estimar la talla comercial (Fajardo-Leén et al., 2008) y 40 gr del

peso total del organismo para alcanzar la madurez sexual (Hamel et al., 2008).

Los pepinos de mar cumplen la importante funcién de detritivoros en las
comunidades bentdnicas, reciclando nutrientes y limpiando el ecosistema
(Salgado-Rogel et al., 2009). Gracias a estas caracteristicas, se han utilizado
recientemente para integrarlos en modelos de acuacultura multitrofica integrada
(IMTA, por sus siglas en inglés). En estos sistemas, los pepinos de mar
contribuyen a reciclar los nutrientes del esquema tréfico y con ello benefician la

eficiencia del sistema de cultivo (Zamora et al., 2016).

La IMTA consiste en cultivar especies de diferentes niveles troficos, de manera
que los desperdicios metabodlicos de una sean aprovechados por la otra,
mejorando ademas la calidad de cultivo y de esta manera diferentes especies
se ven beneficiadas de dicha interaccién. Por otro lado, la IMTA nos facilita la
posibilidad de integrar especies, como A. parvimensis, en los cultivos

tradicionales de forma sencilla (Fang et al., 2016; Zamora et al., 2016).

En particular, los pepinos de mar del orden aspidoquirétidos ha sido empleados
en sistemas de multitroficos integrados, mejorando asi el rendimiento del
cultivo, y a su vez, utilizando los desperdicios generados de otros organismos
como alimento para el pepino de mar, lo cual se traduce en un aumento en el
rendimiento econbmico y en un menor impacto al medio ambiente (Purcell
et al., 2013; Zamora et al., 2016).

Esta idea de realizar el co-cultivo de pepino de mar ha sido desarrollada

principalmente en paises de oriente como China, Corea y Japén, ya que los



organismos representan estrategias troficas complementarias, debido a que
pueden compartir requerimientos ambientales sin competir por espacio ni
alimento, con especies como el abulén (Haliotis sp.) que, al alimentarse de
macroalgas, genera el detrito que, por otra parte, serd utilizado como alimento

por el pepino de mar (Shi, et al., 2013; Zamora et al., 2016).

Asimismo, esta interaccion entre pepino y abulon, aunada a la presencia de
macroalgas como alimento para los abulones, contribuye a mejorar la calidad
del agua del cultivo, disminuyendo la tasa de mortalidad de ambos organismos,

principalmente en etapas juveniles (Yoon et al., 2014).

Desarrollar la biotecnologia para el cultivo de A. parvimensis es vital no solo
para promover préacticas acuicolas como IMTA, que benefician al sector
productivo y al ecosistema. Al desarrollar el cultivo de esta especie se podran
promover programas para de repoblamiento y recuperar de poblaciones
naturales degradadas por pesquerias o cambio climatico. Este ultimo factor,
tiene un papel fundamental en las comunidades bentonicas, provocando
expansion y contraccion de la distribucion de los holotaridos, entre otros
equinodermos (Lonhart, et al., 2019).Se reporta que A. parvimensis presenta
migraciones verticales relacionadas con el aumento de la temperatura
superficial del mar, por lo que los organismos pueden ausentarse casi por
completo en aguas poco profundas (<30 m) durante los meses de agosto a

noviembre (Hamel y Mercier, 2008).

En el caso de A. parvimensis, como cualquier holotlrido en general, presenta
un desarrollo larval que se compone de 5 estadios, los primeros 3 son
auricularias temprana, media y tardia segun el nivel de desarrollo, lo cual
requiere un mayor suministro de alimento segun el estadio. El cuarto estadio se
conoce como doliolaria o larva metamorfica. En este estadio la larva deja de

alimentarse; finalmente el quinto y Ultimo estadio comprende a la pentactula y



es el momento en que la larva se metamorfosea en un juvenil (Hu et al., 2013;
McEdward et al., 2001; Pietrak et al., 2014).

ANTECEDENTES

Unos de los primeros esfuerzos en el estudio de la biologia reproductiva del
pepino de mar Apostichopus parvimensis en la regiéon del Pacifico norte
mexicano se remonta al trabajo de Espinoza-Montes (2000), en el cual,
describe el ciclo reproductivo de dicha especie. Este autor documenta que la
gametogénesis se inicia en el mes de noviembre y concluye con el desove en el

mes de marzo.

Posteriormente Fajardo-Ledn y colaboradores (2008) realizaron un estudio
sobre la biologia reproductiva para la misma especie, donde establecieron dos
periodos de veda para esta especie, el primero de ellos en el periodo
comprendido entre los meses de febrero a mayo y el otro en los meses de
agosto a octubre, este ultimo, con el fin de salvaguardar a los organismos
durante su periodo de estivacién. Posteriormente Vela-Gallo (2017) realizé la
primera descripcion del desarrollo embrionario y larval de A. parvimensis donde
se document6 que la fase larval para esta especie tiene una duracion de 26
dias posteriores a la fecundacion en condiciones de cultivo a una temperatura
de 17 °C. En el mismo trabajo, se propone la realizacion de un co-cultivo de

esta especie en conjunto con abuloén.

JUSTIFICACION

Pese a la importancia comercial de A. parvimensis son pocos los estudios que
se tienen sobre su biologia reproductiva (Fajardo-Leo6n et al., 2008). Aunque
esta especie no se encuentra protegida por la NOM-059-ECOL-2001 (DOF,
2002), la Carta Nacional Pesquera menciona que las pesquerias de pepino de

mar se encuentran en deterioro, y ha establecido cuotas de captura no mayores



al 10% de la biomasa explotable, mencionando incluso que es conveniente

desarrollar la acuacultura de este (DOF, 2002)

Desarrollar la biotecnologia para la reproduccion y cultivo de A parvimensis
comprende el conocimiento de su biologia reproductiva, su desarrollo larval, asi
como una técnica eficaz para su desove, el manejo de los reproductores en
cautiverio y sus requerimientos biol6gicos, para asi poder iniciar un proyecto

piloto del cultivo de esta especie.

Asimismo, el desarrollo del ciclo completo de cultivo de A. parvimensis, es una
condicion fundamental para poder implementar estrategias de acuacultura
multitréfica integrada y utilizar especies de la region del sistema de la Corriente
de California, que permitan atenuar el impacto y las consecuencias del cambio

global que esta afectando los océanos.

Objetivo General

e Documentar con mayor detalle al previamente descrito por Vela-Gallo
(2017), el desarrollo larvario del pepino de mar Apostichopus parvimensis
en un sistema de cultivo, para ayudar a desarrollar programas
biotecnolégicos de produccibn como estrategias para contribuir al
aumento de la capacidad de adaptacion de esta especie a los efectos del

cambio climético y mejorar el aprovechamiento pesquero.
Objetivos Especificos

e Desarrollar un protocolo de mantenimiento de reproductores de
Apostichopus parvimensis en condiciones de laboratorio.

e Acondicionar los organismos reproductores de Apostichopus parvimensis
para obtener un desove natural en condiciones de laboratorio.

e Evaluar y desarrollar un método de induccién artificial al desove de

Apostichopus parvimensis.



e Completar y complementar la descripcion del desarrollo embrionario y
larval de Apostichopus parvimensis a partir de la fertilizacion y hasta el
estadio juvenil.

e Producir juveniles de Apostichopus parvimensis.

METODOS

Recolecta de los organismos

Durante el mes de septiembre, se realizaron tres salidas al campo para recolectar
80 ejemplares del pepino de mar (Apostichopus parvimensis), en Campo Kennedy,
Baja California, México (31°42'5.37"N, 116°41'5.63"0). Por medio de buceo scuba,
los organismos se recolectaron a una profundidad aproximada de 15 m en sustratos
arenosos y rocosos durante los meses de julio y agosto del 2018. Posteriormente,
se colocaron en bolsas herméticas de forma individual (para poder observar una
posible evisceracion) y se transportaron en hilera a las instalaciones del laboratorio
de Ecologia y Biologia del Desarrollo (110-UABC). Se aclimataron en tanques con
flujo de agua y aireacion continua a una temperatura de 16-18°C durante seis
meses para su posterior desove. Ademas, realizamos una confirmacion taxonémica
de la identidad de la especie con ayuda del Dr. Francisco Solis Marin (Laboratorio
de Sistemética y Ecologia de Equinodermos del Instituto de Ciencias del Mar y
Limnologia, UNAM).

Mantenimiento de reproductores

Tras la recoleccion, los organismos permanecieron en aclimatacion por un plazo
de seis meses hasta su desove. Durante este periodo, los organismos se
colocaron en cuatro tanques de 450 L y uno de 1800 L a una densidad de un
organismo por cada 45 L. Los tanques se prepararon con una cama de 1cm de
sustrato arenoso, circulacion abierta con un recambio del 200% diario, a una

temperatura ambiente (17-18°C) y aireacion constante. Cada segundo dia, fueron



alimentados con una dieta formulada a base de Macrocystis pyrifera en polvo. Los
pardmetros de temperatura, pH y oxigeno disuelto fueron monitoreados

diariamente por las mafanas.

Cultivo multitrofico

Para el desove correspondiente a la temporada de primavera del 2019 se
acondicionaron organismos de laboratorio (recolectados de Campo Kennedy
durante los meses de julio y agosto del 2018). El acondicionamiento se inici6 el 19
de diciembre, tras haber concluido la temporada de estivacion y se mantuvieron en
cultivo multitréfico hasta abril, que corresponde al periodo reproductivo de la

especie.

Los sistemas consistieron en 6 tanques circulares de 450 L, un flujo abierto de
agua con una tasa de recambio equivalente al 300% diario, aireacién constante,
una temperatura ambiente que oscil6 entre los 18 y 19 °C y un periodo luminico de
12:12 hrs (Luz:Oscuridad).

Para este experimento se emplearon un total de 30 pepinos de mar de la especie
A. parvimensis, colocandolos en 6 tanques a una razon de cinco pepinos por cada
tanque, de los cuales 3 tanques contaban con la presencia del caracol Megastrea
undosa y los 3 tanques restantes permanecieron solo con pepino de mar. Se
realizaron dos tratamientos con dos dietas diferentes y tres réplicas por cada

tratamiento.

La primera dieta consistié en heces fecales del caracol M. undosa. Para esto, M.
undosa fue alimentado ad libitum con frondas del alga Macrocystis pyrifera. Los
excrementos producidos por los caracoles se precipitaron al fondo, donde fueron
aprovechados por A. parvimensis. Para evitar la interaccion entre M. undosa y A.
parvimensis se empled un disefio del cultivo con dos jaulas suspendidas de dos
tubos de PVC. Cada jaula contenia cinco organismos de M. undosa como se

muestra en la figura 1-B.



La segunda dieta con la que se alimenté a los pepinos de mar (figura 1-A) fue
proporcionada por la Dra. Maria Teresa Viana Castrillén, quien realizé alimento
formulado tipo pellet de 500 um. Dicha dieta se elaboré con un porcentaje de
proteina de pescado del 49% y 10.3% de lipidos. Para simular la sombra
producida por las jaulas suspendidas del otro tratamiento, se afiadieron dos

escondites que generaron una superficie de sombra similar.

Figura 1. Montaje del experimento de maduracion de pepino de mar A. parvimensis (p);
donde: A) indica una condicion de monocultivo con alimento formulado y B) condiciones

de cultivo multitrofico con caracol Megastrea undosa (m) colocados en jaulas (j).

Para ambos tratamientos, el alimento fue suministrado cada dos dias, retirando el
alimento no consumido para asegurar que siempre hubiera alimento fresco en el
fondo de los tanques. En el caso del alimento formulado se proporcionaron 5 g por
cada tanque. En el caso del disefio con jaulas, el alimento suministrado a M.
undosa fue de 2 a 4 laminas de M. pyrifera segun fue necesario para que los
caracoles siempre tuvieran alimento disponible. Los parametros del agua (oxigeno
disuelto, temperatura y pH) fueron monitoreados diariamente y los flujos de agua

se revisaron cada 2 dias.



10

Desove natural 2018

Los organismos maduraron y desovaron de forma natural sin una manipulacion
directa o estimulacion artificial. El desove se suscitdé durante el mes de marzo con
la primera y segunda luna menguante (5-6 dias posteriores de la luna llena)
durante el atardecer. Esto concuerda con lo reportado por Agudo (2006) y Purcell
et al., (2013), asi como con las observaciones previas de Vela-Gallo (Obs. sin

publicar) para esta misma especie.

Con el objetivo de preparar a los organismos para el desove, dos dias anteriores
al mismo, se dej6 de suministrar alimento y se extrajo todo el sustrato de los
tanques. El dia anterior al desove se limpié completamente el tanque con agua
dulce para eliminar agentes patdégenos y el mismo dia del desove se extrajo
cualquier materia organica del tanque, formando un entorno limpio para el

momento que los organismos liberaron los gametos.

El desove se suscitd en los mismos tanques en los que se encontraban los
organismos, para lo cual se cerré el flujo de agua y con esto se evit6 la perdida de
los gametos liberados. Durante el desove, la luz del laboratorio se mantuvo
apagada, lo que mantuvo condiciones de luminosidad reducida. Se registré la
cantidad de pepinos desovados y el sexo de estos, asi como la temperatura,
oxigeno disuelto y pH de los tanques al principio del desove. Asimismo, se
document6 la fecha y la hora en la que ocurri6 el evento y se realiz6 una
estimacion del numero de huevos obtenidos por desove. Para esto se recolectaron
por medio de sifoneo todos los gametos que se observaron en los tanques, se
colocé el total de huevos en un volumen conocido, se homogeneizo y se tomaron
seis muestras de 5 microlitros. Posteriormente, se contaron utilizando un
microscopio Estereoscopico C. Zeiss®. Se sac6 el promedio del numero de

huevos y se realiz6 la estimacion total de huevos obtenidos.
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Fertilizacion

Tras finalizar el evento de desove, se esperd a que los 6vulos se fecundaran dentro
del mismo tanque. Transcurridos 15 min, se tom6 una muestra para confirmar la
fertilizacion mediante la presencia del cuerpo polar y se procedié a recolectar los
cigotos del tanque. Una vez cuantificados se colocaron en cubetas de 22 L en
condiciones estaticas, con agua de mar filtrada hasta 1 ym e irradiada con luz UV
(AMF-UV); en estas condiciones permanecieron por un periodo de 48hrs, tiempo
previamente estimado del desarrollo embrionario para esta especie segun Vela-Gallo
(2017).

Desove con quimico inductor 2019

Preparacion de organismos

Se limpiaron y llenaron 40 cubetas con agua de mar filtrada y esterilizada con UV a
temperatura ambiente de aproximadamente 18° C. Se emplearon en total 20 pepinos
de mar adultos recolectados en Campo Kennedy, 10 de los cuales fueron de reciente
recoleccion (tiempo en cautiverio menor a un mes) y 10 aclimatados por mas de 7
meses en las instalaciones del laboratorio; durante este periodo los organismos

fueron alimentados con detritos de moluscos.

Los organismos empleados presentaron un peso mayor a 120 g de peso humedo, se
pesaron individualmente y se registré su peso individual en la bitacora. Hecho esto,
se coloco cada pepino en una cubeta de forma individual y se etiquet6 dicha cubeta
con el numero y peso del organismo correspondiente. Se determind el volumen
equivalente al 0.1 v/w (volumen / peso del organismo) para cada pepino. También, se
anoto en la bitacora y en la etiqueta de la cubeta correspondiente, con el objetivo de

tener los organismos listos para el momento de la inyeccién con el inductor quimico.
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Preparacion del quimico inductor

El QI se mando a sintetizar en un laboratorio privado a una pureza del 95%, se diluyo
1 miligramo del QI en agua de mar esterilizada con UV Yy filtrada adicionalmente por
un filtro de 0.22 ym de luz de malla. Se prepard una solucién con una concentracion
al 1nM y se procedio a inyectar un volumen equivalente al 0.1% v/w del peso del
organismo. La inyeccion se efectu6 en la parte dorsal del organismo, a 3 cm de los
tentaculos orales y se observo el comportamiento de los organismos por un lapso de

2 H.

Para asegurarnos que la incorporacion de liquidos en la cavidad celémica no actuara
como estimulante al desove, se tomaron 5 organismos de campo y 5 del laboratorio
como control, en los que se inyecté agua de mar filtrada hasta 0.22 ym e irradiada

con UV, pero sin el Ql.

Desove con QI

Se registro la hora, el sexo y el nimero de cubeta de los organismos desovados.
Asimismo, se contabiliz6 el numero de Ovulos expulsados por cada una de las
hembras en las que se obtuvo el desove. El experimento se dio por concluido

transcurridas dos horas tras la inyeccion del QI.

Desarrollo embrionario

Una vez confirmada la fertilizacién, se llevo un registro del desarrollo embrionario,
tomando muestras de los cigotos iniciales y observandolos con ayuda de un
microscopio compuesto Axioscop200-Motorizado K. Zeiss®. El registro se llevo a
cabo cada hora, y simultaneamente incluyé un monitoreo de los parametros del

cultivo de los embriones. Esto incluyod, fotografias de cada uno de los estadios
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embrionarios de desarrollo y su respectiva descripcion hasta alcanzar la etapa de
larva auricularia temprana, momento en el cual culmina el desarrollo embrionario y

da inicio el desarrollo larvario.

Larvicultura

Cultivo de larvas

Para el cultivo larvario, se emplearon tanques cénicos, hechos de fibra de vidrio con
capacidad de 45 L previamente sanitizados con cloro (dejandolos reposar por 24 hrs)
y enjuagados con agua dulce y AMF-UV. Los tanques contaron con suministro de
aire que, ademas de proveer de oxigeno al cultivo, permitieron mantener en
suspension a las larvas. Se utilizé un sistema estatico y durante el desarrollo larvario

se realizo un recambio de agua diario equivalente al 100%.

Las larvas fueron colocadas a una concentracion aproximada de 3-5 individuos ml™
segun lo sugerido por Purcell y colaboradores (2013) para otras especies de
holotiridos como Apostichopus japonicus e Isostichopus fuscus. Ademas, esta
concentracion es similar a la que se utiliza con base en la experiencia que se tiene
con estos sistemas de cultivo para diversas especies de equinodermos en el

Laboratorio de Ecologia y Biologia del Desarrollo (ECODEL)

Alimentacion

Durante el desarrollo larvario los organismos fueron alimentados con una mezcla 3:1
de Rhodomonas lens e Isochrysis sp. Para el primer estadio (auricularia temprana)
se le suministré una la mezcla de microalgas a una concentracién de 10,000 cel/ml.
En la etapa de auricularia media la concentracion de microalgas fue de 20,000 cel/ml.
Finalmente, durante la etapa de auricularia tardia se alimentaron con una
concentracion de 30.000 cel/ml. Durante la etapa de doliolaria, se suspendio el
suministro de alimento debido a que en esta etapa la larva no se alimenta. En el

estadio de pentactula, las larvas se alimentaron con la diatomea benténica Navicula
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incerta manteniendo una concentracion mayor a 200,000cells/ml para su correcto
desarrollo, de acuerdo con lo sugerido por Ito etal. (1998) para Apostichopus

japonicus (Stichopus japonicus en el texto original).

Desarrollo larvario

Para documentar el desarrollo larvario hasta alcanzar la competencia y
metamorfosis, se mantuvo un monitoreo de los cultivos y se realizaron observaciones
con la ayuda de un microscopio compuesto Axioscop200 Motorizado C. Zeiss®. Se
realizd un catalogo de imagenes que describen el desarrollo de la especie,
acompafiado de una descripcion detallada de la morfologia y las estructuras

representativas de cada estadio de la larva.

Mantenimiento del cultivo

Durante el cultivo larvario se realiz6 un recambio de agua diario del 100% del
contenido del tanque. Para esto, se utilizd un tamiz de con una luz de malla de 150
pMm para limpiar los detritos. La temperatura del agua se mantuvo a un promedio de

18.24 °C (con una variacion de £1°C), y una salinidad de 33.6 ups.

Asentamiento de larvas

Una vez que las larvas se encontraron en la fase de pentactula se colocaron en
recipientes cuadrados de fondo plano de 16 cm de ancho por 23 cm de largo y 10 cm
de alto, con una capacidad de 3 L, en los cuales previamente se generé una
biopelicula (biofilm) de la diatomea bentdnica Navicula incerta, para estimular el
asentamiento y metamorfosis de las larvas. Una vez asentadas y metamorfoseadas
las larvas se mantuvieron en los mismos recipientes por tres meses, con el fin de

evitar dafiar los organismos con la manipulacion.

Durante este periodo, se realizaron recambios de agua del 100% cada dos dias y un
fotoperiodo de 24 horas de luz constante; las larvas se consideraron como

metamorfoseadas en el momento que perdieron la capacidad de nadar y como
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juveniles cuando ya fue visible el tracto digestivo completamente funcional
(coloracion amarilla producida por el alimento en el tracto digestivo), asi como por la
presencia del primer pie ambulacral. Las condiciones del cultivo fueron estéticas y sin

aireacion durante este periodo.

Mantenimiento de juveniles

Los juveniles permanecieron en los mismos recipientes de cultivo donde se
asentaron, hasta que alcanzaron una longitud aproximada de 10 mm, de acuerdo
con las recomendaciones de Purcell y colaboradores (2013) para Isostichopus
fuscus, Holothuria scabra y Apostichopus japonicus. Posteriormente fueron
transferidos a tanques rectangulares con una capacidad de 200 L. Los tanques
empleados para los juveniles cuentan con una profundidad de 20 cm, y se
mantuvieron con un flujo abierto equivalente al 200% de recambio diario; la densidad
inicial fue de 500 ind. m2. Transcurridos dos meses, las densidades se redujeron a
300 ind. m? de acuerdo con lo sugerido por Purcell et al. (2013) para las especies |.
fuscus, H. scabra y A. japonicus.

Los tanques antes mencionados se prepararon previamente desarrollando en ellos
una biopelicula (biofilm) de Navicula inserta, que sirvié de alimento para los juveniles.
Dichos tanques se limpiaron conforme se agotaba la pelicula de diatomeas o existia
presencia de depredadores como copépodos. Asi mismo, se afiadieron indculos de
diatomeas (250 ml) cada semana para reponer la biopelicula consumida por las

postlarvas y la que se perdia con la limpieza de los tanques.

Durante este periodo de cultivo, se mantuvo un flujo de agua abierto, haciéndola
pasar por un filtro de 5 ym de luz de malla. Se mantuvo un recambio diario del 200%
y un fotoperiodo de 12:12 horas (Luz:Oscuridad) a una temperatura ambiente entre
18 - 19 °C; otros parametros del agua como Oxigeno disuelto (g/ml), y pH fueron

medidos diariamente.
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El crecimiento de los juveniles se midié con la ayuda de una reglilla previamente
calibrada y utilizando un microscopio Estereoscopico Marc C. Zeiss®. Se midieron 30

organismos y se sac6 el promedio de las tallas con maximos y minimos.

Resultados

Desove natural

El periodo reproductivo de A. parvimensis del 2018 para la localidad de Ensenada
Baja California fue durante los meses de marzo y abril, y se registraron 3 eventos de
desove. El primero se suscité el 7 de marzo a las 18:00 hr durante el atardecer y a
una temperatura de 18 °C. El segundo evento se registré el 5 de abril a las 18:00 hr
durante el atardecer a una temperatura de 18.9 °C y finalmente, el ultimo desove
registrado sucedio el 11 de abril a las 15:00 hr, como se muestra en la tabla I. En
este Ultimo evento, no se pudo cuantificar el desove, debido a que ocurrié en forma
imprevista, no obstante, se estimd la hora del mismo considerando el estadio de
desarrollo en el que se encontraban los embriones recolectados de los tanques.

Tabla |. Relacion del nimero de desoves con la fecha, hora en que ocurrié el evento, asi

como el numero de machos y hembras que desovaron y el porcentaje de organismos que se

observaron desovando en cada evento.

Desove Fecha Hora Temperatura Machos Hembras porcentaje
1 07/03/18  6:00pm 18 °C 5 2 8%
2 05/04/18  6:00pm 18.9 °C 29 7 41%

3 11/04/18  3:00pm 19 °C NA NA NA




17

Durante este primer evento de desove los organismos desovaron naturalmente. Los
organismos mostraron un comportamiento tipico en holotdridos, mostrandose muy
activos, trepando hasta la superficie del tanque y en algunos casos separando de la
superficie del tanque hasta tes cuartas partes de su cuerpo (levantando siempre la
parte oral) como se aprecia en la figura 2-A; no obstante, este comportamiento no se
observd en todos los organismos, ni se observaron movimientos ondulatorios en

todos los casos, los cuales son caracteristicos en los holoturidos.

Los holoturidos expulsan los gametos mediante una estructura denominada
gonoporo ubicada en la porcion cefélica (figura 2-B y 2-C), siendo los machos los
primeros organismos en comenzar a desovar en todos los casos, posteriormente,

hasta con una hora de retraso desovaron las hembras.
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Figura 2. Desove de pepino de mar Apostichopus parvimensis, donde se aprecia como
levantaban la parte anterior del cuerpo (A), y en B y C se observan los gonoporos (gp)

expulsando gametos masculinos.

Desove atrtificial

De los organismos estimulados con el neuropéptido desovaron 6 machos y 1 hembra
con un total de 7 pepinos. Al separar los organismos por grupos de acuerdo con su
procedencia y al tratamiento suministrado, encontramos que 3 pepinos corresponden
al grupo tratado con el neuropéptido (Np) procedentes del laboratorio y 4 al de Np
procedentes del campo. Mientras que ningun organismo tratado con el placebo
desovo, independientemente de su procedencia (figura 3). Los resultados fueron
contundentes, con hasta un 70% de eficacia para el desove con el neuropéptido y un

0% para el tratamiento control.
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Desove con Neuropéptido

N w IN

Numero de organismos desovados
=

o

i Np laboratorio  E Np campo  HPlacebo laboratorio B Placebo campo

Grupos de organismos

Figura 3. Cantidad de organismos desovados por grupos, donde Np laboratorio, Np campo,
Placebo laboratorio y Placebo campo presentan 3, 4, 0 y O respectivamente.

Los organismos tratados con el neuropéptido desovaron en un promedio de 37.5
minutos después de aplicar la inyeccion, como se aprecia en la tabla Il. Cabe
mencionar, que los organismos que desovaron habian permanecido en el laboratorio
por al menos 7 meses, lo que indica que las condiciones de mantenimiento de los

adultos en el laboratorio fueron suficiente para que pudieran lograr la gametogénesis.
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Tabla Il. Muestra las caracteristicas de los organismos tratados con el neuropéptido inductor y los tratados con agua de mar
filtrada con UV, asi como la reaccion al tratamiento.

1 Laboratorio 396 si 396 09:02 a. m. si 30 09:32 a. m. macho
2 Laboratorio 301 si 302 09:05 a. m. si 36 09:41 a. m. macho
3 Laboratorio 226 si 226 09:07 a. m. si 54 10:01 a. m. hembra
4 Laboratorio 188 si 188 09:09 a. m. no na - -
5 Laboratorio 223 si 224 09:12 a. m. no na - -
6 Laboratorio 139 no 396 09:14 a. m. no na - -
7 Laboratorio 143 no 396 09:16 a. m. no na - -
8 Laboratorio 167 no 396 09:18 a. m. no na - -
9 Laboratorio 171 no 396 09:20 a. m. no na - -
10 Laboratorio 345 no 396 09:21a.m. no na - -
11 Campo 210 si 210 09:25 a. m. si 36 10:01 a. m. macho
12 Campo 208 si 208 09:27 a. m. si 36 10:06 a. m. macho
13 Campo 280 si 280 09:28 a. m. si 36 10:04 a. m. macho
14 Campo 270 si 270 09:29 a. m. si 35 10:04 a. m. macho
15 Campo 203 si 204 09:31 a.m. no na - -
16 Campo 195 no 280 09:33a.m. no na - -
17 Campo 266 no 280 09:36a. m. no na - -
18 Campo 246 no 280 09:37 a. m. no na - -
19 Campo 193 no 280 09:39 a. m. no na - -
20 Campo 210 no 280 09:41 a. m. no na - -
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Desarrollo Embrionario

El desarrollo embrionario concluyé en 48 h a partir de la fertilizacion (figura 4),
en el cual cabe resaltar que la primera division ocurre a las dos horas, seguido
por la morulacion. La blastulacion se presentd a las 15 horas con una blastula
temprana (figura 5-D), una hora despues aparecio la blastula tardia (figura 5-E),
cuya diferencia radica en la aparicion de cilios, lo que se conoce como el
momento de la eclosién, que es el momento en que el embriéon se libera de la

membrana de fertilizacion.

Figura 4. Huevo maduro del pepino de mar Apostichopus parvimensis en el proceso de
fertilizacion.
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La etapa de gastrulacion se present0 a las 24 horas posteriores a la fertilizacion
(HPF), que se caracteriza por presentar un blastoporo con un arquenteron,
dicha gastrula preserva los cilios de la blastula tardia, siendo una activa
nadadora. Conforme continuo el desarrollo se pudo distinguir la organogénesis,
donde el blastoporo dio origen al ano. Posteriormente en la fase de gastrula
tardia (figura 5-F) con 48 HPF, fue posible observar la abertura de la cavidad
oral, a su vez, la gastrula comienza a mostrar una curvatura, marcando los

esbozos de la futura larva auricularia.

Figura 5. Etapas del desarrollo embrionario del pepino de mar Apostichopus
parvimensis, siendo A) la primera division, B) cuarta division, C) morula, D) una
blastula temprana, E) una blastula tardia ciliada y F) una gastrula tardia, presentando
un blastoporo (bp) y la abertura de la cavidad oral (co) en formacion.

Conforme el embrién concluye su desarrollo, cada vez mas estructuras de la

larva fueron visibles (figura 6); el desarrollo del sistema digestivo es
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principalmente notorio con la formacion del ano, seguido por el intestino y
terminando en la cavidad oral. Junto al ano, se aprecia un engrosamiento en el
epitelio donde se desarrollaran las primeras esferas hialinas. El desarrollo de
dichas estructuras es clave para seguir el nivel de desarrollo de la futura larva 'y

poder terminar el estadio en el que se encuentra.

co

100 p

Figura 6. Transicién de una gastrula a una larva auricularia. Se parecia el blastoporo
cerrado dando lugar a la formacion del ano (a), asi mismo, se observa la formacién de
la cavidad oral (co). También se aprecia el primer engrosamiento del epitelio (ee)
donde se formara el primer par de esferas hialinas en formacion.
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Desarrollo larval

En este trabajo comprende la informacion obtenida del desarrollo larval durante
dos afios consecutivos en los que se obtuvo el desove de los organismos. El
primero se llevo a cabo durante la primavera del 2018 en los meses de marzo y
abril, el segundo se suscité durante la primavera del 2019 en el mes de abril. El
cultivo larval que se describe a continuacion es correspondiente principalmente
al periodo de primavera del 2018, el cual se mantuvo a una temperatura
promedio de 18.24° C y tardd un total de 26 dias en completarse hasta el

estadio de postlarva o juvenil.

El pepino de mar A. parvimensis es una especie que presenta un desarrollo
larval asincroénico, es decir que no todas las larvas se desarrollan a la misma
velocidad, a pesar de que se encuentren en las mismas condiciones de
temperatura, espacio y alimento. Por lo tanto, para definir la fase del desarrollo,
se considero que al menos el 30% de los embriones/larvas alcanzaran el mismo

nivel de desarrollo.

En este trabajo se reconocieron cinco estadios larvales para esta especie,
iniciando con la larva auricularia temprana, seguida por una auricularia media y
una auricularia tardia, siendo esta la ultima de las fases de auricularia. En el
cuarto estadio se encuentra la larva doliolaria, también conocida como
metamorfica y se concluyd con la pentactula, momento en que la larva lleva a
cabo la metamorfosis para dar origen a un juvenil segin se aprecia en la

siguiente tabla del desarrollo (tabla Il1).
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Tabla Ill. Fases del desarrollo del pepino de mar Apostichopus parvimensis en un

sistema de cultivo a 18° C.

TEMPORALIDAD

ETAPA DEL DESARROLLO

Oh
2h
3h
5h
15h
16h
24h
48h
2d
6d
11d
16d
18d
25d
26d

Auricularia temprana

Fertilizacion

Primera division

Segunda divisién

Moérula

Blastula temprana

Blastula ciliada

Gastrula temprana

Gastrula tardia (fin del desarrollo embrionario)
Auricularia temprana
Auricularia media
Auricularia tardia

Doliolaria

Pentactula

Pentactula metamorfoseada

Postlarva

Este estadio se presenta 48 HPF, los rasgos caracteristicos son el inicio de la

formacién de las esferas hialinas, que se presentan como una especie de gota

gue puede incluso ser plana y se diferencia claramente del engrosamiento

inicial de la banda ciliada en esa regién, un sistema digestivo funcional, una

banda ciliada y el desarrollo de una estructura llamada hidroceloma, este ultimo

da lugar al sistema vascular acuifero del organismo y es visible desde el primer

estadio.
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En este estadio de larva auricularia, es posible notar que las larvas recién
formadas presentan una forma mas ovalada y un sistema digestivo poco

desarrollado, ademas, una banda ciliada, tal y como se aprecia en la figura 7.

Figura 7. Larva auricularia recién formada donde se aprecia la banda ciliada (bc), las
esferas hialinas (eh); un sistema digestivo conformado por la cavidad oral (co) seguida
por el eséfago (es), el estbmago (e), el intestino (i) y el ano (a).

Transcurridos 3 dias desde la fertilizacion las estructuras de la larva toman una
forma mucho mas definida, uno de los cambios mas evidentes es un incremento
en el tamafo de las larvas que alcanzan una longitud total de ~500 pm,
ademas, la banda ciliada se observa mas ondulada y un sistema digestivo
completamente desarrollado como se aprecia en la figura 8.
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Figura 8. Vista ventral de una larva representativa de Auricularia temprana donde se
observa la banda ciliada, la formacion de las esferas hialinas y el sistema digestivo (sd)
compuesto por una cavidad oral, esofago, estbmago, intestino y ano.

El sistema digestivo de la larva es uno de los principales indicadores de su
desarrollo. Para entenderlo, es importante recalcar que se compone de 5 partes
basicas. La cavidad oral, que posee forma de sartén o cuchara, presenta una
banda ciliada que transporta el alimento hacia el interior. El es6fago presenta
una forma tubular contraida que se expande para permitir el paso del alimento.
El estbmago es una cavidad globosa generalmente tefiida por las microalgas
cuando la larva estd bien alimentada. Enseguida en la parte superior, se
encuentra el intestino, que se caracteriza por ser un conducto delgado en

comparacion con el estbmago y el cual desemboca en el ano (figura 9).
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Figura 9. Vista longitudinal de una larva auricularia media donde se aprecia un sistema
digestivo compuesto por una cavidad oral (co), es6fago (es), estomago (e), intestino (i)

y finalmente el ano (a).

Auricularia media

Este estadio se presenta a los 7 DPF. Uno de los principales indicadores de
desarrollo para esta fase es la presencia del somatoceloma y el
axohidroceloma, estas dos estructuras se comienzan a distinguir a finales de
una auricularia temprana y son claramente visibles en la auricularia media
(figura 10). Por esta razon, se considero el desarrollo de otras estructuras como
los son el incremento en la ondulacion de la banda ciliada y el inicio de la
formacion de esferas hialinas en la porcion media de dicha banda. Asi mismo,
se observd un sistema digestivo mas desarrollado, con un estbmago mas

globoso o de mayor diametro y una cavidad oral con mayor apertura.
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El conjunto de dichas cualidades identifica a la larva como una auricularia

media, misma que alcanza un tamafio de hasta 900 ym de largo total, siendo en

esta fase en la que alcanzé el mayor tamafio durante el desarrollo larval.

Figura 10. Auricularia media en la cual se observa el desarrollo del somatoceloma (SC)
junto al estbmago, junto a la base del estbmago se encuentra el axohidroceloma (ah).
Asu vez, se observa una banda ciliada mas ondulada y el desarrollo de esferas hialinas

(eh) en la porcién media de la misma.
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Auricularia tardia

El estadio de auricularia tardia represent0 el ultimo de las fases de auricularia y
se observo a partir de 13 DPF. El aspecto mas sobresaliente de este estadio de
desarrollo fue la presencia de una banda ciliada mucho mas ondulada que en

estadios anteriores, y la presencia de alrededor de 8 esferas hialinas en la

banda ciliada (figura 11).

Figura 11. Larva auricularia tardia con una banda ciliada con ondulaciones prominentes

acompafada de hasta 10 esferas hialinas (eh).
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Otro aspecto sobresaliente durante esta fase fue la reduccion de la abertura de
la cavidad oral, la cual va a acompafiada de una evidente reduccion de la
longitud de la larva, que durante esta etapa midi6 alrededor de 500 ym de largo
total. A partir de este punto, a medida que la larva se desarrollo, la proporciéon
del espacio interno que ocupa el sistema digestivo fue disminuyendo (en
comparacion a la auricularia media), iniciando con la contraccion de la abertura

oral y finalmente con la reabsorcion del sistema digestivo.

Doliolaria

Durante esta fase que estuvo presente a los 18 DPF, se pudo apreciar una
larva comprimida y redondeada, cuya morfologia puede ser un tanto variable
con formas que se asemejan a la forma de un frijol o hasta algunas que parecen
un barril (figura 12). A su vez, la banda ciliada se fragmenta en 3 o 5 bandas
gue recorren horizontalmente el cuerpo de la larva. Durante este estadio de
desarrollo, las esferas hialinas se hacen prominentes, mientras que el sistema
digestivo se encuentra notablemente contraido con respecto al estadio anterior.
El sistema digestivo, deja de ser funcional en este estadio y la larva suspende
su alimentaciéon. A partir de aqui, las esferas hialinas son su Unica fuente de

energia para completar la metamorfosis.



32

Figura 12. Larva doliolaria recién formada con un sistema digestivo (td) en reabsorcion
y esferas hialinas (eh).

Conforme el desarrollo continGia, la larva adquiere una coloracion café y la
banda ciliada se vuelve mas evidente, asi mismo el sistema digestivo se reduce
todavia mas y comienza a formarse el primer tentaculo oral. En este punto, la
doliolaria esta lista para dar lugar a la siguiente fase del desarrollo (figura 13).
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Figura 13. Larva doliolaria tardia con 4 bandas ciliadas (bc), presencia de las esferas hialinas
(eh) y la formacion del primer tentaculo oral (to), que tiene una forma similar a un pie
ambulacral.

Pentactula

Considerada como la ultima fase del desarrollo larval, la pentactula fue visible a
los 21 PDF y se caracterizd por presentar un cuerpo mas elongado con
respecto a la doliolaria y cinco tentaculos orales. En esta face se les considera
larvas competentes y comienzan a migrar al fondo del tanque, donde buscaron
activamente un sustrato en el cual fijarse y completar la metamorfosis (figura
14).
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e 3

Figura 14. Larva en la fase de pentactula no metamorfoseada con la presencia de
cinco bandas ciliada (bc). A su vez, se observan tres de los 5 tentaculos orales (to).
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Transcurridos aproximadamente dos dias en esta fase, las larvas concluyen la
metamorfosis perdiendo su capacidad de nadar (perdida de los cilios),
presentan cinco tentaculos orales bien desarrollados y comienza a desarrollarse

el primer pie ambulacral (figura 15). En este punto se concluye el desarrollo

larval y aparecen las primeras postlarvas.

Figura 15. Postlarva, con la presencia del primer pie ambulacral (pa) y cinco tentaculos
orales (to).
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Juveniles de Apostichopus parvimensis

Transcurridos 26 DPF, se concluy6 el desarrollo larval para la especie de
pepino de mar A. parvimensis, momento en el cual se obtuvieron los primeros
juveniles. Estos exhibieron una naturaleza completamente bentdnica, presentan
el primer pie ambulacral funcional que, en conjunto con los tentaculos orales, le

permiten reptar por las superficies del tanque de cultivo.

En esta etapa, los juveniles de A. parvimensis presentan un sistema digestivo
completamente funcional y comienzan a alimentarse de las peliculas de
microalgas con la ayuda de los tentaculos orales. Durante este trabajo, los
juveniles fueron alimentados con diatomeas benténicas (Navicula incerta),
teniendo una buena respuesta en su crecimiento, llegando a alcanzar algunos
de ellos, hasta 1 cm de longitud en un periodo de tres meses posteriores a la

fertilizacion.

En este punto las estructuras calcareas conocidas como osiculos son evidentes
y se presentan en todo el cuerpo del animal. Otras estructuras como los pies
ambulacrales contindan desarrolldndose conforme el organismo crece,
alcanzando un total de nueve pies ambulacrales para organismos con una talla
de 1 cm de longitud. En esta talla, los organismos ya presentaban papilas en la
porcién media del cuerpo (figura 16).
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Figura 16. Juvenil del pepino de mar Apostichopus parvimensis con el primer pie
ambulacral (pa) y cinco tentaculos orales (to). También se puede apreciar la formacién
de los osiculos (0s).
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Multitrofia

Como se menciond anteriormente en la seccion de metodologia, para
determinar una dieta efectiva para la manutencion y maduracion de organismos
adultos en el laboratorio, se probaron dos dietas. 1) Un cultivo multitrofico
donde los pepinos fueron alimentados con excremento de caracoles (Megastrea
undosa) los cuales fueron alimentados ad livitum con frondas de Macrocystis

pyrifera. Y 2) alimento formulado en un sistema de monocultivo.

Los pepinos de mar que fueron alimentados con alimento formulado sufrieron
ulceraciones en la piel, muy posiblemente debido a que dicho alimento se
adheria al epitelio de los organismos y en algunos casos llegé a causar la
muerte de estos. En el caso de los organismos en un sistema de multitrofia, en
donde se alimentaron del excremento producido por el caracol M. Undosa, no
se presentaron problemas de salud. No obstante, en ambos tratamientos se
registré6 una disminucion del peso promedio de los organismos transcurridos 7

meses, momento en el que finalizo el experimento.

En ambos tratamientos se presentd una disminucién general en el peso de los
organismos a lo largo del tiempo. Sin embargo, los organismos tratados en
multitrofia presentaron una disminucion menor en el peso; asi mismo, el
aumento de peso registrado hacia la fase final del periodo experimental en
ambos tratamientos fue mayor también en el tratamiento de multitrofia al
término del experimento. contraste con los que se trataron con alimento

formulado (figura 17).
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Figura 17 Pesos promedio de los pepinos de mar Apostichopus parvimensis de cada
tratamiento. Se presenta la media = error estandar. Los tratamientos indican:
multitrofia = tratamiento en el que los pepinos permanecieron en combinacién con
caracoles y se alimentaron de su excremento; monocultivo = los organismos fueron
alimentados con alimento balanceado.

Al analizar los pesos individuales de los pepinos de mar, estos mostraron
diferencias con respecto unos a otros, donde los pepinos de mayor peso (que, a
su vez, tenian un mayor tamafio), mantuvieron una tendencia positiva en la
ganancia mismo, mientras que los mas pequefios perdieron mayor cantidad de

Su peso.

Cabe resaltar que al final del periodo experimental se apreci6 un aumento
evidente en los pesos de los organismos en ambos tratamientos para la primera
quincena del mes de marzo, que corresponde al inicio de la temporada
reproductiva para esta especie y que posiblemente estuvo relacionado con la
gametogénesis (figura 16). En dicha fecha se mostré un aumento generalizado
en el peso de la mayoria de los organismos. Sin embargo, solamente un
organismo del sexo femenino desovO en el periodo reproductivo

correspondiente.
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Discusion
Desove natural

Los desoves naturales observados durante el presente estudio, donde los
organismos desovaron espontaneamente entre dos y 3 dias posteriores al
cuarto menguante de la luna para el 2018 y el 2019 a las 6:00pm, cuando el sol
comenzaba a ponerse y la luz natural comenzaba a atenuarse, corresponden
con lo reportado para diversas especies de holoturoideos en los que parece que
la induccion al desove esta mediada por mecanismos asociados a la
temperatura del agua y los ciclos lunares. Los pepinos de mar tipicamente
presentan un ciclo reproductivo anual, su desove esta regido por variaciones
estacionales, tales como lo es el aumento de la temperatura. No obstante, el
momento en el que desovan esta fuertemente relacionado con las fases de la
luna, como ha sido reportado para varias especies por diversos autores (Liu, et
al. 2015; Morgan, 2009; J. E. Purcell et al. 2013; Zacarias-Soto, et al. 2013). Sin
embargo, el 11 de abril se registré un desove atipico (fuera del ciclo lunar y de
la hora usual) en uno de los tanques de cultivo a las 3 de la tarde a plena luz del
dia. Se especula que al agregar espirulina en dosis mayores a 50gr/2000L pudo
haber estimulado este desove en particular, ya que fue agradado previamente

al desove observado.

Cabe mencionar que, al alimentar a los organismos con estas dosis de alimento
con espirulina, estos se mostraron activos reptando por las paredes del tanque,
levantando 3% partes del cuerpo y extendiendo los tentaculos orales. No
obstante, se requiere realizar mas estudios para determinar si el alimento es un
factor adicional que influye en el desove para esta especie y otras de pepinos

de mar.

Lo anterior nos hace suponer que posiblemente la presencia de alimento en el
medio sea un estimulante adicional para el desove, sin embargo, es necesario

repetir con un disefio experimental apropiado esta observacion inicial, para
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poder verificar si realmente tiene algun significado en el desove de estos

organismos.

Desove artificial

La efectividad el desove mediante el uso de un neuropéptido comercial que se
obtuvo a partir de otra especie de holoturoideo, muestra lo conservado que el
sistema de regulacion del desove debe estar en holoturoideos, sin que esto
signifigue que sea homogéneo entre todas las especies. Su efectividad en el
presente trabajo es una de las principales contribuciones de nuestra
investigacion, ya que el desove de los holoturoideos se realiza principalmente
mediante shock térmico y al igual que en cualquier organismo que se requiere
cultivar, es una etapa fundamental para lograr obtener semilla en condiciones
de laboratorio. El desove controlado es uno de los principales retos en el cultivo
de los holoturidos, ya que existen variaciones en cada especie y los métodos
convencionales (shock térmico, tratamiento a secas, presion de agua, etc.) no
son confiables y pueden deteriorar la calidad de los gametos (Agudo, 2006; Liu
et al., 2015; Lovatelli et al., 2004). Para algunas especies como A. japonicus, se
desarrollaron neuropéptidos que ademas de promover el desove, no degradan
la calidad de los gametos obtenidos por este método (Fujiwar et al., 2010; Kato
et al., 2009; Liu et al., 2015; J. E. Purcell et al., 2013), por lo que reiteramos, los
resultados obtenidos en el presente estudio establecen una metodologia eficaz

para el desove de A. parvimensis.

La importancia de esta aportacion radica en el mejoramiento de las técnicas
para la reproduccion de la especie, ya que permite una planeaciéon mas precisa
en el proceso de cultivo y reproduccion, brindando la seguridad de un desove
exitoso. Esto, a su vez permite estimar la produccién de larvas, lo que optimiza
todo el proceso de cultivo, ya que podemos estimar el espacio y la produccion

de juveniles.
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Por otra parte, el periodo de desarrollo embrionario para A. parvimensis, el cual
se completd en 48 horas a partir de la fertilizacion (tabla 11l) a una temperatura
de 18°C, lo que resulta un poco mas prolongado que lo reportado para A.
japonicus, otra especie de aguas templadas, para el cual se ha reportado de 36
horas a una temperatura de 20°C (Xiyin et al,. 2004). Es probable que la
diferencia en el tiempo de desarrollo radique en la temperatura, puesto que este
es un factor determinante en el desarrollo de estos organismos (Cameron et al,.
1986; Purcell et al,. 2012)

El desarrollo larval de 26 dias desde la fertilizacién a una temperatura promedio
de 18°C en el presente estudio, fue bastante similar a lo reportado para A.
japonicus, (21 DPF) a una temperatura de 20°C (Ito et al,. 1998). Nuevamente,
la diferencia puede estar asociada al papel que juega la temperatura en el
desarrollo larvario, donde a mayor temperatura, dentro del rango de tolerancia
de la especie, el desarrollo ocurre méas rapidamente. Este fue el caso al
comparar los resultados del presente trabajo con otra especie con desarrollo

larvario similar.

No obstante, como ya se menciond anteriormente, se encontré un desarrollo
larvario asincrénico en el presente estudio, pudiendo observarse larvas en
todas las etapas en muestras tomadas en 20 DPF e incluso larvas auricularias a
los 40 DPF. Esta condicion se observo en los dos afios de estudio. Esto mismo
fue reportado anteriormente por Vela-Gallo (2017) y Cameron (1986) con la
especies A. parvimensis y Parastichopus californicus respectivamente, lo que
sugiere a su vez que este comportamiento es tipico y pudiera beneficiar la
dispersioén larval al permitir que los diversos estadios larvales permanezcan mas
tiempo en la columna de agua y por ende, sea transportada por las corrientes a
mayores distancias y con esto, poder potencialmente tener acceso a sitios mas

favorables para metamorfosearse (Cameron et al,. 1986).
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Los 5 estadios larvales que se reportan en el presente estudio, con un patrén
que tiende a reducir el tamafio de la larva en la etapa de auricularia tardia, es
similar a los reportados para otras especies de holoturidos (Agudo. 2006; Jean-
Francois. 2003; Lovatelli et al., 2004; McEdward et al., 2001; Rakaj et al., 2019).

Finalmente, para nuestro conocimiento, el presente trabajo representa la
primera vez que se obtienen Juveniles de Apostichopus parvimensis en
condiciones de cultivo, los cuales se observaron a los 26 DPF, en donde se
aprecio que aparecen los primeros juveniles con su primer pie ambulacral. 63
DPF se observaron organismos mas desarrollados con hasta 4 pies
ambulacrales, papilas evidentes y tallas de 5 a 10 mm de longitud total.
Asimismo, el desarrollo de A. parvimensis, en comparacion a otras especies de
holotdridos como A. japonicus y H. polii es mas acelerado, donde la talla
reportada en condiciones de cultivo para los 90 PDF es de 21 mm de longitud
(Rakaj et al., 2019). Esto podria deberse a diferentes variables, como calidad
del agua, alimentacion y caracteristicas especie-especificas de las diferentes
especies (Liu et al., 2015; J. E. Purcell et al., 2013; Rakaj et al., 2019).

Sin embargo, se requieren estudios posteriores para definir los factores que
influyen en las tasas de crecimiento de esta especie y entre otras cosas,
contribuir a afinar las metodologias de obtencién de larvas, produccion de
juveniles, mantenimiento de adultos en cautiverio y metodologias de cultivo
multitréfico que ayuden a optimizar la produccion de especies por medio de la

acuacultura, en las actuales condiciones de un océano cambiante.

Durante el experimento de multitrofia se observd un mejor rendimiento en los
organismos cuando se alimentaron del excremento de M. undosa. Sin embargo,
los organismos en ambos tratamientos mostraron un decremento en el peso al
finalizar el experimento, en relacién con el peso inicial al cual se iniciaron los

tratamientos.
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En el caso de la multitrofia, esto podria estar relacionado a los nutrientes en las
dietas probadas, puesto que los gasterépodos empleados en el experimento
solo fueron alimentados con ldminas de Macrocystis pyrifera, mientras que se
sugiere llevar una mezcla de macroalgas y otros elementos en las dietas
empleadas en los organismos adultos ( Xiyin et al., 2004; Dominguez- Gao et
al,. 2011; Godino et al,. 2015; Shi et al,. 2015).

En cuanto al monocultivo, se presentaron altas tasas de mortalidad (7
organismos muertos) en los organismos por ulceraciones causadas en la
dermis. Se cree que estas fueron causadas por el alimento, que al entrar en
contacto con la piel de los organismos se quedaba adherido a la misma,
provocando reacciones alérgicas o bien, infecciosas. Sin embargo, con la
informacion generada en el presente estudio, no nos es posible llegar a una
conclusién contundente, por lo que se requieren mas estudios para determinar
con exactitud las causas de estas lesiones ya que solo se presentaron en los

tanques con el alimento formulado.

Otro aspecto importante por considerar es que no se colocé sedimento en los
tanques de ambos tratamientos durante el periodo experimental. Existe
evidencia de que el sedimento es importante para los procesos de digestion en
aspidoquirétidos inclusive en condiciones de acuicultura multitréfica (Gao et al.,
2011; Cubillo et al., 2016), razén por la cual, es importante considerar el efecto
del sedimento en futuros experimentos que estén relacionados con la

alimentacion de aspidoquirétidos.

Conclusiones

El peino de mar A. Parvimensis es una especie apta para su produccion en
acuacultura. Durante los dos afios de experimentacion mostré una buena

adaptacion a las condiciones de cautiverio y se establecieron las bases para
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establecer una metodologia para su manejo, reproduccion y produccion de

juveniles en cautiverio.

Uno de los puntos mas relevantes de este trabajo es el desarrollo de una
técnica de induccion al desove con la ayuda de un neuropéptido inductor que
permiti6 desovar con eficacia a los organismos tratados. Esta metodologia nos
permite tener el control del desove y poder estimar la produccion de larvas por

temporada de cultivo.

Otro logro importante del presente trabajo radica en la descripcion completa del
desarrollo larval por primera vez para esta especie, lo que ademas nos brinda
informaciéon adicional y muy importante, para desarrollar un manejo mas
eficiente de esta especie, no solo en acuacultura, sino en otros esfuerzos de
conservacion como en reservas marinas y repoblamiento. Especificamente, al
conocer los tiempos que permanecen las larvas en la columna de agua y
caracterizar con detalle la talla de los organismos juveniles. Aunado a esto, es
informacién que puede ayudar al disefio e implementacion de estas estrategias

de conservacion.

A nuestro entender, esta es la primera vez que se obtuvieron los primeros
juveniles de A. parvimensis producidos en condiciones de laboratorio. Esto es
un avance cientifico que nos permite que impulsa el desarrollo de la actividad

acuicola por primera vez para esta especie en su area de distribucién.

El desarrollo de la acuacultura de A. parvimensis nos permite no solo realizar
programas de repoblamiento y desarrollar una actividad acuicola con fines
comerciales y de manera simultanea, apoyar programas de repoblamiento que
contribuyan con la recuperacion y mantenimiento de las poblaciones naturales.
Si bien, todavia quedan por definir muchos aspectos de su manejo y cultivo,
incluyendo los requerimientos nutricionales de la especie, ahora podemos
empezar a utilizar este organismo como un elemento de la acuicultura

multitréfica debido a sus capacidades detritivoras. De esta forma serd posible
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promover asi que la acuacultura se una actividad mas productiva, sostenible y
amigable con el medioambiente, en las condiciones actuales de un océano
cambiante, en donde, los retos para la humanidad de mantener un

medioambiente saludable seran cada vez mas exigentes.
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