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Resumen

Esta investigacion mixta identificd y establecio la distribucion de dos especies de pepinos de
mar obtenidos en El Real, cantdn Santa Elena, mediante analisis morfométrico, taxonomico y
molecular, dada la poca informacion existente sobre este recurso pesquero en el Ecuador.
Debido a ello, este estudio descriptivo-explicativo se desarrolld desde octubre de 2022 a
marzo de 2023, para lo cual se recolectaron muestras mediante buceo autbnomo para su
posterior analisis filogenético, realizado mediante el método de Maximum Likelihood y el
modelo Tamura-Nei. Asimismo, las muestras fueron empleadas para la identificacién
morfoldgica siguiendo claves taxondmicas. Se extrajo el acido desoxirribonucleico (ADN)
para la identificacién molecular, asi como para la evaluacion filogenética en la plataforma
Barcode of Life Data System (BOLDSystems) y el software Molecular Evolutionary Genetics
Analysis (MEGADS). Los resultados del analisis morfoldgico confirman la identidad de las
especies Holothuria inornata, cuyas caracteristicas principales son sus papilas ventrolaterales
en poca cantidad con pequefias papilas dorsales, e Isostichopus fuscus, de forma robusta, con
superficie ventral clara y notorias papilas dorsales. La evaluacion del ADN gendmico de las
muestras presenta baja calidad, dificultando la visualizacién del ADN. Los resultados de
BOLDSystems obtienen la distribucion de Holothuria inornata reportada en Costa Rica y
México. En cambio, Isostichopus fuscus muestra mayor distribucion en Per(, Ecuador, Costa
Rica, Colombia y México. Se concluye que estas dos especies poseen amplia distribucion a
nivel de Ameérica considerando la identificacion morfol6gica, mientras que a nivel molecular
poseen pocos reportes de distribucion.

Palabras clave: identificacién, ecoldgico, Holothuroidea, evaluacion filogenética, El

Real



Abstract

This mixed research study identified and establish the distribution patterns of see cucumber
in El Real in Santa Elena Canton, through morphometric, taxonomic and molecular analyses,
since there is little information available on this fishery resource in Ecuador. Accordingly,
this descriptive explanatory research study was carried out from October 2022 through March
2023, so that some samples were collected through autonomous diving for subsequent
phylogenetic analysis, which was done using the Method of Maximum Likelihood Estimate
and the Tamura-Nei model. Also, these samples were used for morphological identification
following taxonomic keys. Deoxyribonucleic acid (DNA) was extracted for molecular
identification, as well as for phylogenetic evaluation on the platform Barcode of Life Data
System (BOLDSystems) and Molecular Evolutionary Genetics Analysis software (MEGAD).
The morphological analysis findings confirm the identity of Holothuria inornata species,
whose major attributes are its ventrolateral papillae reduced in numbers, with small dorsal
papillae; and Isostichopus fuscus, which is robust with pale ventral surface and prominent
dorsal papillae. The genomic DNA analysis of the samples reveals low quality, which makes
it difficult to visualize the DNA. The BOLDSystems database findings obtain the distribution
of Holothuria inornata reported in Costa Rica and Mexico. Conversely, Isostichopus fuscus
shows a wider distribution in Peru, Ecuador, Costa Rica, Colombia and Mexico. It is
concluded that these two species have a wide distribution in America as per the
morphological identification, while they have few distribution reports as per the molecular
level.

Keywords: identification, ecological, Holothuroidea, phylogenetic evaluation, El Real
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Introduccion

La clase Holothuroidea del phylum Echinodermata engloba a todos los organismos
conocidos como pepinos de mar, estos se encuentran predominantemente en aguas tropicales
y poco profundas. Los equinodermos de cuerpo blando constituyen un grupo diverso de
organismos parecidos a gusanos con un cuerpo gelatinoso, flexible, alargado y con una piel
coriacea, desempefian un papel ecoldgico importante a través del reciclaje bentonico y la
bioturbacion, ya que son generalmente carrofieros y se alimentan de desechos en la zona
bentdnica del océano (Miller & Nat, 2007).

Estos organismos se nutren por medio del consumo de depositos del fondo marino,
como el detritos, sedimento, lodo y arena. Esto les permite obtener materia organica para su
sistema y desechar al medio materia enriquecida en aminoacidos y demas compuestos que
seran Utiles para distintos organismos detritivoros e intersticiales. Al enterrarse o alimentarse
remueven el sedimento marino lo que evitando la estratificacion del fondo y provee de aire al
sustrato (Mercier et al, 2013). Estos organismos son fundamentales para el balance del CaCO3
(carbonato de calcio) presente en el mar, garantizando un ambiente sano para los arrecifes de
coral y un desarrollo eficiente del ambienté marino (Solis-Marin, 2011).

Los métodos taxondmicos para identificar especies de pepinos de mar en la actualidad
son los siguientes: 1) Por observaciones macroscopicas de la morfologia externa e interna, que
funciona en muy pocas especies (Kamarudin & Rehan, 2015); y 2) mediante observaciones
microscopicas que utilizan osiculos o espiculas, ya que sus formas Gnicas son la caracteristica
mas importante para la identificacion morfoldgica de los pepinos de mar, estas pequefias piezas
de material calcificado forman parte del esqueleto de estos organismos, aunque la
identificacion de especies mediante este método consume mucho tiempo y requiere expertos

altamente calificados (Madduppa et al,2017).
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Los pepinos de mar se cosechan y comercializan en mas de 70 paises en todo el mundo.
Se explotan en pesquerias industrializadas, semi-industrializadas y artesanales en regiones
polares, zonas templadas y tropicales. En algunas pesquerias se pueden explotar mas de 20
especies, que deben ser identificadas por los oficiales de pesca y cientificos. Los animales
procesados, a menudo Ilamados trepang, se exportan principalmente a los mercados asiaticos,
donde los funcionarios de aduanas y comercio deben distinguirlos a nivel de especie (Purcell
et al, 2012).

En Ecuador la especie de pepino de mar de mayor interés comercial es Isostichopus
fuscus, debido a la alta demanda de este producto en el mercado asiatico, su explotacion fue tal
que para el 2015 se optd implementar una veda quinquenal 2016 — 2021, para logar recuperar
la poblacion de este recurso, aunque en la actualidad presenta una veda permanente (Guerrero,
2021). De el resto de especies de especies casi no se encuentras registros de explotacion.

Isostichopus fuscus presenta un cuerpo alargado y voluminoso, similar a un gusano,
posee papilas dorsales redondeadas y papilas ventrolaterales alargadas que se presentan
numerosos en sus margenes laterales bajos, posee patrones claro-oscuros, ademas que
adquieren una coloracion marron o café claro. Presentan un tamafio maximo de 30 cm de
longitud aproximadamente, habitan en arrecifes rocosos y con parches de arena entre 0 a 40 m
de profundidad con rangos de preferencia entre los 3 a 29 m (Toral-Granda & Martinez, 2007).
Esta especie se la puede encontrar en las costas del océano Pacifico desde el golfo de California
hasta la costa norte del Per(, es comun en las islas del Pacifico oriental como lo son las islas
Cocos y Galapagos (Mercier et al,2013). Estudios de variabilidad genética en esta especie han
determinado que existe poco flujo genético entre las poblaciones de Sudamérica y México, en
donde los modelos de dispersion han corroborado que el flujo esta dispuesto de forma
horizontal con algunas conexiones verticales importantes entre individuos de altas

profundidades (Chavez, 2017).
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Por su parte, la especie Holothuria inornata también conocida como pepino de mar
arenero se caracteriza por presentar pequefias papilas dorsales de color semejante al cuerpo,
ademas de poseer algunas papilas ventrolaterales largas terminadas en punta (Rivera-Téllez et
al, 2021). Estos individuos estan presentes en habitas arenosos-rocosos de aguas someras hasta
los 18 m de profundidad, los mismos que pueden llegar a alcanzar una talla maxima de 40 cm
de longitud (Alvarado & Solis-Marin, 2013). Se encuentra en el Pacifico y se distribuye desde
el norte del Peru hasta el Golfo de California, es una especie comun en las Islas Socorro y
Clarién en México, Islas Coco en Costa Rica e Islas Galapagos en Ecuador (Solis-Marin et al,
2009). Aunque no exista informacion respecto a la explotacion de esta especie en Ecuador,
existe otros lugares como México en donde se la enlista como parte de las especies de pepino
de mar de mayor explotacion. Y también se han desarrollado estudios para evaluar su cultivo
(Contreras-Sillero,2020). Estudios filogeograficos en esta especie han determinado que los
patrones oceanograficos y eventos historicos como los factores principales que han
determinado la estructura poblacional y dispersion de esta especie, aunque se cree que las
poblaciones de origen de hallan extendido desde el sur para el norte (Prieto-Rios et al, 2014).

La identificacion taxonomica de algunos grupos de pepinos de mar es compleja, incluso
para los expertos, pero en los Ultimos veinte afios, el analisis molecular ha arrojado nueva luz
en este campo. La investigacién molecular de la clase Holothuroidea ha ayudado a aclarar su
sistematica y taxonomia. Aunque las filogenias moleculares de los Holotdridos entran en
conflicto con la taxonomia existente, que se basa en gran medida en la morfologia de las partes
calcéreas y la inferencia de los caracteres adquiridos y heredados (Atif et al, 2008).

En la actualidad es necesario un enfoque sistematico que combine los aspectos
morfoldgicos y moleculares para avanzar en la evaluacion de la biodiversidad mundial de

pepinos de mar, de esta forma se pueden evitar los errores en la identificacion producidos por
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la evolucion convergente, donde especies distantes pueden desarrollar fenotipos similares
(Ahmed et al, 2021).

Ante estos antecedentes es necesario realizar estudios taxondmicos a nivel molecular
en busca de establecer la distribucion de especies de pepino de mar en el Ecuador. Para ello,
este trabajo tuvo los siguientes objetivos, describir la taxonomia de las especies, establecer su

morfometria, realizar el analisis molecular y determinar la distribucion espacial de las especies.
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Metodologia

Area de Estudio

Las muestras de estudio se recolectaron en la provincia de Santa Elena, en la zona
costera de la comuna El Real, misma que forma parte de la parroguia Chanduy, cantén Santa
Elena. La composicion de su zona costera se caracteriza por presentar un fondo rocoso-arenoso,
comprende una extension territorial de 76 902 Hectareas (769,02 km2) (Velasco-Arguello,
2015).

La zona de recoleccion se individuos se ubica a una latitud y longitud de 2°24'4.47"S 'y
80°53'37.79"0 respectivamente (Figura 1).

Figura 1

Mapa de la zona de muestreo de El Real (Provincia de Santa Elena)
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Nota: EI mapa fue elaborado mediante el sistema de Informacion Geografica QGIS

Recoleccion de Especies
Debido a la profundidad en la que estos organismos habitaban (superior a los 6 m de

profundidad) en la zona de muestreo de El Real, la recoleccion de individuos de pepino de mar
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se realizé mediante inmersiones de buceo. Luego se procedid con la recoleccién de muestras
de individuos que fueron colocados dentro de un frasco de vidrio manteniéndolos con hielo
para relajarlos enfriandolos a temperaturas cercanas a la congelacion (0°C), para luego ser
transportados al laboratorio de anélisis.

Las muestras en el laboratorio se limpiaron con agua de mar para eliminar las particulas
de arena y residuos, para posteriormente ser usadas para analisis morfométricos. De los
especimenes frescos se extrajeron muestras de tejido muscular que fueron fijadas en etanol al
70% para posteriormente ser utilizadas para la identificacion molecular de los individuos.
Taxonomia

La identificacidon taxondmica de los individuos de pepino de mar se realizé utilizando
La taxonomia Holothuroidea (Echinodermata) del mar del Peru (Prieto-Rios, 2010), La guia
de identificacion de los pepinos de mar de interés comercial en México (Rivera-Téllez et al,
2021) y La guia de pepinos de mar comercialmente importantes del mundo (Purcell et al, 2012).

Extraccién de Espiculas

La extraccion de espiculas en los especimenes de pepino de mar se realizd siguiendo
la metodologia segin Hickman (1998).

e Para la extraccion de espiculas de las muestras se extrajo tejido epitelial del dorso, ano

y zona ventral de los organismos.

e Serealizaron los cortes en el tejido epitelial de 1 mm de grosor, 1 cm de largo y ancho.

e Se coloco cada corte en un tubo de ensayo y se lo sumergi6é con 1 ml de cloro diluido
durante 30 minutos.

e Con una pipeta es extrajo una gota de cada tubo de ensayo y se la coloco en un porta 'y
cubre objetos para que las muestras sean observadas al microscopio.

e Las espiculas fueron observadas de forma notoria en el enfoque de 10X del

microscopio.
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e Finalmente, se determind el tipo de espicula por cada especie y el tamafio de las mismas.

Morfometria
Se tomaron medidas de las secciones y estructuras caracteristicas de las dos especies

(Figura 2):

a) Elancho del cuerpo

b) La longitud del cuerpo

¢) Lalongitud entre papilas dorsales

d) La longitud entre papilas ventrales

e) Medida de la boca

f) Longitud del tallo tentacular

g) Longitud de las ramificaciones tentaculares

Figura 2

Gréfico descriptivo indicando las medidas que se tomaron de las especies de pepinos de mar

f) d) a) Ancho del cuerpo
b) b) Longitud del cuerpo

¢) La longitud entre papilas dorsales

d) La longitud entre papilas ventrales

¢) Medida de laboca

f) Longitud del tallo tentacular

g) Longitud de las ramificaciones tentaculares

Analisis Metagendmico
La identificacion molecular fue realizada implementando el método de determinacion

por metabarcoding COl e ITS para especies animales.



22

La extraccion de ADN de pepinos de mar se realizo utilizando los protocolos de Stewart
& Via (1993) y Sokolov (2000), en los que se incluyé un tratamiento adicional para precipitar
los polisacaridos presentes en el tejido de los pepinos de mar.

Se evalud la integridad y calidad del ADN extraido mediante espectrofotometria (a
260/280 nm) de micro volimenes y visualizacién en gel de agarosa.

Anélisis de Datos
Alineacion de Secuencias:

Se utilizé el programa MEGA 5 para realizar la edicidn y alineacion de secuencias, para
ello de la especie Holothuria inornata se obtuvieron con 228 secuencias de nucledtidos
conseguidas del GenBank del NCBI, mientras que para Isostichopus fuscus se usaron 31
secuencias obtenidas de BOLDSYSTEMS.

Para la elaboracion de los arboles filogenéticos de ambas especies se utilizo el analisis
filogenético molecular por método de Maximum Likelihood y el modelo Tamura-Nei, debido a
que es el método con el que se ha inferido la historia evolutiva.

Distribucion Espacial

Luego de realizar la identificacibn molecular de las especies de pepino de mar, se

procedio con la revision bibliografica de los reportes de estas especies en la base de datos de

Boldsystems (https://boldsystems.org/).
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Resultados
Descripcion Taxonomica
Holothuria inornata:

Se logrd la identificacion de H. inornata acorde a caracteristicas claves como las papilas
ventrolaterales, presentes en poca cantidad, tamafio medio de 0,5 cm y que estan terminadas
con una punta; presenta pequefias papilas dorsales de 0,7 cm, coloracién marrén semejante a
la del cuerpo (Figura 3).

Figura 3
Caracteristicas de identificacion de la dermis de Holothuria inornata. A: Espécimen
recolectado de H. inornata; B: Papilas ventrolaterales, de tamafio medio, en poca cantidad

y terminadas en punta; C: Pequefias papilas dorsales de coloracion semejante al cuerpo

A continuacion, se presenta la clasificacion taxondmica de Holothuria inornata:
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- Reino: Animalia
Filo: Echinodermata
Clase: Holothuroidea
Orden: Aspidochirotida
Familia: Holothuriidae
Género: Holothuria
Especie: inornata
Nombre cientifico: Holothuria inornata (Semper, 1868)
Nombre comun: Pepino de mar arenero
Isostichopus fuscus:

En la especie I. fuscus se observo una forma robusta, plano-convexa y de bordes
gruesos; presenta una superficie dorsal de color pardo y una superficie ventral clara; la boca
esta situada en la superficie ventral; los pies ambulacrales se observan dispuestos en densas
bandas de la superficie ventral; y unas notorias papilas dorsales, de disposicion irregular, forma

cénica y tamafio medio de 1 cm (Figura 4).
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Figura 4
Caracteristicas de Isostichopus fuscus. A: Espécimen recolectado de 1. fuscus presentando
una superficie dorsal de color pardo y una superficie ventral clara; B: Boca posicionada en

la superficie ventral; C: Pies ambulacrales dispuestos en densas bandas; D: Papilas

dorsales de disposicion irregular y forma conica

A continuacion, se presenta la clasificacion taxonémica de Isostichopus fuscus:
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- Reino: Animalia
Filo: Echinodermata
Clase: Holothuroidea
Orden: Synallactida
Familia: Stichopodidae
Género: Isostichopus
Especie: fuscus
Nombre cientifico: Isostichopus fuscus ((Ludwig, 1875)
Nombre comun: Pepino de mar marrén
Andlisis Espiculas
En Holothuria inornata se pudieron identificar tres tipos de espiculas en forma de
botones abollonados, barrote y placa perforada los mismos que fueron obtenidos del tejido

epitelial del organismo (Figura #5).
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Figura 5
Espiculas en forma de botones abollonados (A), barrote (B) y placa perforada (C)

encontradas en Holothuria inornata

Mientras que para la especie Isostichopus fuscus se pudieron identificar tres tipos
distintos de espiculas, en forma de tabla, botones abollonados y “C”, las mismas que fueron

obtenidas del tejido epitelial del organismo (Figura #6).
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Figura 6
Espiculas en forma de tabla (4), botones abollonados (B) y “C” (C) encontradas en

Isostichopus fuscus
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En Holothuria inornata se pudo determinar la presencia de un tipo de espicula en forma
de botones abollonados, barrote y placa perforada de las que se obtuvo una talla promedio y
desviacion estandar (DS) de 76,09+9,17, 232,46+72,56 y 192,98 um (la talla de placa perforada
no cuenta con el valor de DS debido o que solo se obtuvo una espicula) respectivamente;
mientras que en lsostichopus fuscus se obtuvieron espiculas en forma de tabla, botones
abollonados y “C” con las que se determiné una talla promedio y DS de 41,8+5,44, 76,09+9,17

y 61,06£15,03 um respectivamente (Tabla #1).
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Tabla 1
Medidas de talla y desviacion estandar de la espicula identificada de Holothuria inornata e

Isostichopus fuscus

Tipo de espiculas H. inornata L fuscus Frecuencia
Barrote 232,46£72,56 um - Frecuentes
Placa perforada 19298 yum e Escasos
Botones abollonados 76,09+£9,17 pm 72,86+£9,86 um  Abundantes
Tabla 41,8+5,44 uym Abundantes
“«c> 61,06+15,03 um  Frecuentes

Anélisis Morfométrico

En la tabla 2 se observa que la especie H. inornata presenté una longitud de 24,4 cmy
un peso de 698 g, las medidas promedio entre papilas dorsales y ventrales fueron de 14,5 cmy
9,8 cm respectivamente; mientras que la especie I. fuscus al tener un peso de 324 g y una
longitud de 17,5 cm, posee medidas promedio entre papilas dorsales y ventrales de 10,5 cmy

15,5 cm respectivamente.
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Tabla 2

Datos morfométricos de las especies de pepinos de mar del estudio

Medidas Holothuria inornata  Isostichopus fuscus

Peso (9) 698 324
Longitud del cuerpo (cm) 24,4 17,5
Ancho del cuerpo (cm) 79 7,2

Longitud entre papilas dorsales (mm) 14,5 10,5
Longitud entre papilas ventrales (mm) 9,8 15,5
Medida de la boca (mm) 3 11,5
Tallo de los tentaculos (mm) 4 14

Ramificacién de los tentaculos (mm) 7 10,9

Anélisis Molecular

Se evaluaron varios primers para la secuenciacion de Holothuria inornata y
Isostichopus fuscus, se logré extraer ADN gendmico, pero la calidad fue muy baja, siendo asi
que la visualizacion del ADN en gel de agarosa al 1% fue minimo en las especies evaluadas

(Figura 7), lo cual dificulto la secuenciacion.
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Figura7

Muestras de ADN de las especies de pepinos de mar observadas en un gel de agarosa al 1%.

MM: Marcador de peso molecular ABM 100pb plus opti DNA marker

Sp1(Pr1)
Spl(Pr2)
Sp2 (Pr 1)
Sp2 (Pr 2)

=
=

Nota: Donde MM: Es el marcador de ADN, las barras grises debajo son el marcador de peso
molecular y sirven para deterinar el tamafio aproximado del fracmento de ADN; Sp1: Corresponde
al ADN de Holothuria inornata; Spl: Corresponde al ADN de Isostichopus fuscus; Prly Pr2:

Indican el uso de dos primes distintos para la secuenciacion de ADN de las muestras

Holothuria inornata:
Se obtuvo el arbol filogenético con la probabilidad logaritmica mas alta (-2293,6073).
Los arboles iniciales para la busqueda heuristica se obtuvieron automaticamente con la revisién
de < 100 sitios comunes (cuarta parte del total de sitios). EI analisis involucrd 228 secuencias
de nucledtidos. Las posiciones de codon incluidas fueron 12+23+32+Sin-codificacion. Se

registro un total de 450 posiciones en el conjunto de datos final.
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En el arbol filogenético observamos la agrupacion de 228 secuencias, que se extrajeron
de esta especie reportado en cuatro paises (México, El Salvador, Panama y Per0), y donde
podemos determinar a los cinco primeros clados como los mas representativos segun la
descripcion molecular cuyos codigos de ascension son JN207498.1, KY321306.1,
KM888480.1, KM888537.1, KM888340.1, KM888419.1, KM888325.1 (Figura 8).

Figura 8
Arbol filogenético de las secuencias de la region del gen COIl de Holothuria inornata,

secuencias tomadas del GenBank del NCBI

Nota: La construccion del arbol filogenético se hizo por medio del programa MEGA 5



33

Isostichopus fuscus:

Se establecié un arbol con la probabilidad logaritmica més alta (-1464,9926). Los
arboles iniciales para la bldsqueda heuristica se obtuvieron de la misma forma que para

Holothuria Inornata.

El arbol describe las longitudes de las ramas medidas en nimero de sustituciones por
sitio. El analisis involucrd 31 secuencias de nucleétidos. Las posiciones de codon incluidas
fueron 12+23+3%+Sin-codificacion. Existio un total de 348 posiciones en el conjunto de datos
final. Al construirse el arbol filogenético se generaron 3 clados poblacionales de acuerdo al
analisis molecular, los mismos que corresponderian a organismos obtenidos en Ecuador
(Galapagos), México y Colombia respectivamente (Figura 9).

Figura 9

Arbol filogenético de las secuencias de la region del gen COI de Isostichopus fuscus tomadas

del BoldSystems

GBEH2897-09(Isos tichopus fus cus|COLSP|AY 289125
GBEH1678-07|Isos tichopus fus cus|CORSP|AY 2689121
GBEH285€-09(Isos tichopus fus cus|COLSP|AY 282128
GBEH2894-09(Isos tichopus fus cus|COFSP|AY289128
GBEH1821-07Isos tichopus fus cus|COLSP|AY289118
GBEH1888-07|Isos tichopus fus cus |COSP|AY 289121
GBEH1675-07 Isos tichopus fus cus|COLSPIAY269124
GBEH 1689-07]k os tichopus fus cus [COI-SPJAY 389120
GBEH 1890-07]k os tichopus fus cus [COI-5PJAY 269119
GBEH1679-07|Isos tichopus fus cus|[COFSP|AY 289120
GBEH2895-09|Isos tichopus fus cus|COLSPIAY 389127
GBEH1677-07 |Isos tichopus fus cus|COLSP|AY369122
GBEH16880-07|Isos tichopus fus cus|COLSP|AY 382129

GBEH1692-07|Isos tichopus fus cus|[COLSP|AY 369117
GBEH1888-07|Isos tichopus fus cus|COFSP|AY289122
GBEH 16878-07]k os tichopus fus cus [COI-5PAY 269122
GBEH 16885-07]k os tichopus fus cus [COI-SPIAY 269124
GBEH1887-07 |k ostichopus fuscus [COFSPIAY389122

GBMNB27700-20 s ostichopus fuscus [COFSPIMK477908

I GBEH0129-08|Isos tichopus fus cus|COFSP|AF486425

GBEHO0 142-08|Isos tichopus fus cus|COLSP|AF486429
GBEH0128-08|isos tichopus fus cus|COSP|AF486424
GBEHO0 140-08jIsos tichopus fus cus|CORSP|AF488428
GBEHO0141-08{k os tichopus fus cus [COI-SPJAF 4368427
GBEHO0142-08jisostichopus fuscus|COLSP|AF488428
GBMND £4823-21|Isos tichopus fus cus|COR2P|MK477985

GBMND 44820-21|Isos tichopus fus cus |COF3P|MK4779832

GBMND 448324-21Isos tichopus fus cus |CORF2P|MK 477988
GBMND44831-21|k os tichopus fus cus [COI-2PMK477982
GBMND44825-21|k os tichopus fus cus [COI-2PMK477981
GBMND44822-21|ks os tichopus fus cus [COI-2PMK477984

Nota: La construccion del arbol filogenético se realizo con el programa MEGA 5
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Distribucion Espacial
Holothuria inornata:

Respecto a Holothuria inornata se ha registrado la recoleccion de 19 especimenes
identificados de forma molecular en 2 paises distintos: 11 especimenes en Costa Rica y 8
México (Figura 10).

Figura 10
Mapa de las regiones de recoleccion de especimenes de Holothuria inornata identificadas

mediante analisis moleculares

Nota: Mapa obtenido de la web de BoldSystems, la escala de colores de 1 a 1k indican puntos
donde se han obtenido de 1-9 (amarillo), de 10-99(anaranjado), de 100-999 (rojo), o > 1 000

(morado) individuos
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Isostichopus fuscus:

Los reportes moleculares que se presentan respecto a Isostichopus fuscus se ha
registrado la recoleccion de 30 especimenes en 5 paises distintos: 8 en Perd, 8 en Ecuador, 6
en Costa Rica, 4 en Colombia y 4 en México (Figura 11).

Figura 11
Mapa de las regiones de recoleccion de especimenes de Isostichopus fuscus identificadas

mediante analisis moleculares

Nota: Mapa obtenido de la web de BoldSystems, presenta la misma escala que el mapa

anterior
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Discusion

La identificacion convencional de los pepinos de mar es un desafio debido a su un
desafio debido a su complejidad morfoldgica. La Especie Holothuria inornata se caracteriza
por presentar papilas dorsales escasas, dispersas y conicas; escasas pero evidentes papilas
ventrolaterales, terminadas en punta y de tamafio medio; ademas de un muy bien clasificado
anillo calcificado (Sanchez-Bonilla, 2022; Contreras-Sillero, 2020). En el caso de Isostichopus
fuscus, presenta papilas dorsales de tamafio medio, cOnicas y muy notorias; papilas
ventrolaterales abundantes en los margenes laterales bajos; ademas de un calcareo anillo de
osiculos (Vergara-Chen et al, 2015; Villafuerte-Parrales, 2022). De Holothuria inornata no
existe informacion respecto al tipo es espiculas que posee, aunque si existen datos de especies
del mismo género como; Holothuria inhabilis que posee en su piel espiculas en forma de tabla,
botones abollonados y de barrotes, mientras que en los tentaculos solo los tiene presentes en
forma de barrotes; (Prieto-Rios, 2010). Isostichopus fuscus se la suele identificar debido a la
abundante presencia de espiculas en forma de tabla y “C” que forman parte de su estructura de
soporte (Paulay, 2015; Purcell et al, 2012). En el trabajo realizado por Prieto-Rios (2010) donde
realiza la extraccion de espiculas de I. fuscus describid que en su piel se pueden encontrar
espiculas en forma de tabla, placa perforada y “C”, mientras que en los tenticulos solo estdn
presentes en forma de barrote. Estas caracteristicas ayudan en la identificacion entre estos dos
géneros, pero se dificultan cuando se trata de especies dentro de cada género. Asi que es
necesario el apoyo de andlisis morfométricos para estas especies. En nuestro estudio se
determind que para H. inornata con una longitud de 24,4 cm, presentd una distancia del 50+£6%
entre papilas dorsales y 40,1+5% entre papilas ventrales respecto a la longitud total del cuerpo.
Mientras que en I. fuscus con una longitud de 17,5 cm, poseia una distancia entre papilas
dorsales y ventrales de 60+5% y 89+9% respectivamente, una longitud de tallo de los

tentaculos de 14 mm, con una ramificacion de 10,9 mm. Aunque cabe recalcar que la mayoria
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de los autores reportan otras morfometrias, como se lo puede observar con el trabajo de Ruiz
et al (2007), en donde se relaciono el peso Athyonidium chilensis y el de su contenido intestinal
con la medida de su tracto digestivo. También existen investigaciones en donde se ha
determinado la estructura de talla entre las especies Isostichopus badionotus, Holothuria
mammata, H. mexicana, I. fuscus, H. arguinensis, H. tubulosa y H. grisea (Nisperuza-Pérez,
2018). Ademas, también se han realizado analisis de frecuencias de tallas y relacion talla-peso
en la especie Isostichopus badionotus (Hernandez et al,2015).

Ahora bien, la identificacion molecular se ha desarrollado para lograr mayor claridad a
la sistematica y taxonomia de los pepinos de mar (Ahmed et al, 2021); como se presenta en el
estudio de Mu et al (2018), donde se describié el genoma mitocondrial completo de
Benthodytes marianensis, con el que se realizo un analisis filogenético que reveld el parentesco
con Peniagone sp. formando el clado Elasipodida de aguas profundas.

En cuanto a la distribucion espacial en diversos analisis de diversidad genética
realizadas sobre la especie Holothuria inornata en distintas localidades, se ha sugerido que
estos organismos pueden estar divididos en dos poblaciones; las de sur presentes entre Perd,
Panama, El Salvador y Chiapas, y las del norte distribuidas entre Oaxaca, Guerrero,
Michoacan, Jalisco y Sinaloa (Prieto-Rios et al, 2014). Acorde a lo expresado por Sanchez-
Bonilla (2022) que determina que esta especie se mantiene distribuida en las costas del Pacifico
entre el golfo de California al Perd. Esta diferenciacion entre unidades sudamericanas y
mexicanas también fueron descritas por Landini et al (2002).

El arbol filogenético de Isostichopus fuscus arrojé 3 clados que corresponderian a
poblaciones de pepino de mar presentes en las Galapagos-Ecuador, Colombia y México, esta
agrupacion podria ser resultado de poblaciones cercanas por diseminacion de la especie a través
de corrientes marinas principalmente entre Ecuador y Colombia. Chavez (2017) determino que

entre las poblaciones de Isostichopus fuscus de las Islas Galapagos, Ecuador continental y
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Bahia Concepcion se encuentra a menos distancia genética comparada a poblaciones de
México, evidenciado mediante el indice de fijacion. Estas afirmaciones se hacen entendible al
considerar la amplia distribucion de I. fuscus que va desde Baja California hasta el sur del
Ecuador, en donde se incluyen islas como Cocos, Socorro, Revillagigedos y Galapagos
(Garcia-Rojas, 2015). Aun con estos reportes, es necesarios ahondar mas investigacion en el

Ecuador que permita esclarecer mejor la distribucion de otras especies de holoturoideos.
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Conclusion
Las papilas ventrolaterales terminadas en punta, y la presencia de espiculas en forma
de botones abollonados y barrotes son claves para la identificacion de H. inornata; asi
mismo las papilas ventrolaterales abundantes en los margenes laterales bajos y la

presencia de espiculas en forma tabla y “C” para identificar a I. fuscus.

H. inornata presentd una longitud de 24,4 cm y un peso promedio de 698 g, con
medidas promedio entre papilas dorsales y ventrales fueron de 14,5 cm y 9,8 cm
respectivamente; Mientras I. fuscus obtuvo un peso de 324 g y una longitud de 17,5 cm,
con medidas promedio entre papilas dorsales y ventrales de 10,5 cm y 155 cm

respectivamente.

La calidad del material genético extraido no fue la adecuada para secuenciar el ADN

de los pepinos capturados.

Se determinaron cinco grupos genéticos representativos en H. inornata por medio del
analisis de filogenia, cuyos codigos de ascension son JN207498.1, KY321306.1,
KM888480.1, KM888537.1, KM888340.1, KM888419.1 y KM888325.1; mientras que
para |. fuscus se obtuvo tres grupos génicos asociados a poblaciones de Galapagos,
México y Colombia. Aunque en ambas especies hizo falta mas informacion a nivel

molecular.



40

Literatura Citada

Ahmed, Q., Ali, Q. M. & Macdonald, A. H. (2021). Identification of Sea cucumber Holothuria
(Lessonothuria) pardalis (Selenka, 1867) and Holothuria (Semperothuria) cinerascens
(Brandt, 1835) (Family-Holothuriidae) based on morphological and mitochondrial
DNA evidence and phylogenetic analysis from Karachi Coast, Pakistan. International
Journal of Environment and Geoinformatics, 8(1), 57-64.

Alvarado, J. J., & Solis-Marin, F. A. (2013). Echinoderm research and diversity in Latin
America (pp. 658). Springer Berlin Heidelberg.

Atif, M., EI-Naggar, N. A., Ashaat, H. I. & El-Belbasi, M. S. (2008). Molecular Phylogeny of
Egyptian Sea Cucumbers As Predicted From 16s Mitochondrial rRNA Gene
Sequences. World Alied Sciences Journal, 5(5): 531-542.

Chavez, J. M. O. (2017). Variabilidad genética de Isostichopus fuscus (Ludwig, 1875) en el
Pacifico mexicano, mediante marcadores moleculares. Centro de Investigacion
Cientifica y de Educacion Superior de Ensenada, Baja California.

Contreras Sillero, M. E. (2020). Policultivo de Holoturia inornata con Penaeus vannamei en
un sistema Biofloc. Universidad Autonoma de Nayarit. Posgrado en ciencias Bioldgico
Agropecuarias.

Garcia Rojas, C. E. (2015). Caracterizacion poblacional del pepino de mar (Isostichopus
fuscus) en seis bajos de la reserva marina" El Pelado", provincia de Santa Elena-
Ecuador, diciembre del 2014-mayo-2015. (Bachelor's thesis, La Libertad: Universidad
Estatal Peninsula de Santa Elena, 2015.).

Guerrero, P. (2021). La pesca de pepino de mar en la Reserva Marina de Galapagos: pasado,
presente y, ¢futuro?. WWF-Ecuador.

Hernandez, A., Borroto, R. & Puga, R. (2015). Potencial pesquero del pepino de mar

Isostichopus badionotus (Selenka, 1867) al sur de Camagtiey, Cuba.



41

Hickman, C. J. (1998). A field guide to sea stars and other echinoderms of Galapagos. Sugar
Spring Press, Lexington, VA, USA. 83 pp.

Kamarudin K. R. & Rehan M. M. (2015). Morphological and molecular identification of
Holothuria (Merthensiothuria) leucospilota and Stichopus horrens from Pangkor
Island, Malaysia. Trop Life Sci Res, 26 (1): 87-99.

Landini, W., Bianucci, G., Carnevale, G., Ragaini, L., Sorbini, C., Valleri, G., Bisconti, M.,
Cantalamessa, G. & Di Celma, C. (2002). Late Pliocene fossils of Ecuador and their
role in the development of the Panamic bioprovince after the rising of Central American
Isthmus. Can. J. Earth Sci, 39:27—41.

Madduppa, H., Subhan, B., Anggraini, N. P., Fadillah, R. & Tarman, K. (2017). DNA
barcoding reveals vulnerable and not evaluated species of sea cucumbers
(Holothuroidea and Stichopodidae) from Kepulauan Seribu reefs, Indonesia.
Biodiversitas Journal of Biological Diversity, 18(3), 893-898.

Mercier, A., Hamel, J. F., Toral Granda, T. G., Alvarado, J. J., Paola Ortiz, E. & Benavides,
M. (2013). Isostichopus fuscus. The IUCN Red List of Threatened Species 2013.

https://www.iucnredlist.org/species/180373/1621878

Miller, N. (2007). Sea Cucumbers. http://jrscience.wcp.muohio.edu/fieldcourses05/Paper

sMarineEcologyArticles/SeaCucumbers.html

Mu, W., Liu, J. & Zhang, H. (2018). Complete mitochondrial genome of Benthodytes
marianensis (Holothuroidea: Elasipodida: Psychropotidae): Insight into deep sea
adaptation in the sea cucumber. PloS one, 13(11), e0208051.

Nisperuza Pérez, C. A., Padilla Cantero, J. & Quir6s-Rodriguez, J. A. (2018). Densidad
poblacional y estructura de talla del pepino de mar Holothuria (Halodeima) grisea
(Aspidochirotida: Holothuriidae) en aguas someras del sur del golfo de Morrosquillo,

Caribe Colombiano. Revista de Biologia Tropical, 66(2), 776-787.


https://www.iucnredlist.org/species/180373/1621878
http://jrscience.wcp.muohio.edu/fieldcourses05/Paper%20sMarineEcologyArticles/SeaCucumbers.html
http://jrscience.wcp.muohio.edu/fieldcourses05/Paper%20sMarineEcologyArticles/SeaCucumbers.html

42

Prieto Rios, E. (2010). Taxonomia de Holothuroidea (Echinodermata) del mar del Perd.
Universidad Nacional Mayor de San Marcos. Facultad de Ciencias Biologicas.

Prieto Rios, E., Solis Marin, F. A., Borrero Pérez, G. H. & Diaz Jaimes, P. (2014). Filogeografia
de Holothuria (Halodeima) inornata Semper, 1868 (Echinodermata: Holothuroidea).
Revista peruana de biologia, 21(2), 155-162.

Purcell, S. W., Samyn, Y. & Conand, C. (2012). Commercially important sea cucumbers of the
world. FAO.

Rivera Téllez, E., Lopez Segurajauregui, G., Fernandez, T., Vazquez B. & Mosig, P. (2021).
Guia de identificacion de los pepinos de mar de interés comercial en México.
CONABIO.

Ruiz, J., Ibafiez, C. M. & Céceres, C. W. (2007). Morfometria del tubo digestivo y alimentacion
del pepino de mar Athyonidium chilensis (Semper, 1868) (Echinodermata:
Holothuroidea). Revista de biologia marina y oceanografia, 42(3), 269-274.

Sanchez Bonilla, A. E. (2022). Composicién, abundancia y estructura comunitaria del Phylum
Echinodermata en la zona rocosa intermareal de la playa de San Lorenzo-Salinas, julio
a octubre 2021 (Bachelor's thesis, La Libertad: Universidad Estatal Peninsula de Santa
Elena, 2022).

Sokolov, E. P. (2000). An improved method for DNA isolation from mucopolysaccharide-rich
molluscan tissues. Journal of Molluscan Studies, 66(4), 573-575.

Solis Marin, F. A., Arriaga Ochoa, J., Laguarda Figueras, A., Frontana Uribe S. & Duran
Gonzales, A. (2009). Holothuroideos (Echinodermata: Holothuroidea) del Golfo de
California. 1ra. Edicion. UNAM. CONABIO. Instituto de Ciencias del Mar vy

Limnologia. 177 pp.



43

Solis-Marin, F. A. (2011). Informe final del proyecto INE-UMSNH: Diagnostico de las
poblaciones arrecifales del pepino de mar Holothuria inornata (Semper, 1868) en la
costa del estado de Michoacan. Convenio INE/PS-031/2011.

Stewart, C. N. & Via, L. E. (1993). A rapid CTAB DNA isolation technique useful for RAPD
fingerprinting and other PCR applications. BioTechniques, 14(5), 748-750.

Toral Granda, M. V. & Martinez, P. C. (2007). Biologia reproductiva y estructura poblacional
del pepino de mar Isostichopus fuscus (Ludwig, 1875) (Holothuroidea) en Caamario,
Islas Galapagos, Ecuador. Marine Biology, 151, 2091-2098.

Velasco Arguello, L. M. (2015). Politica publica de prevencion de actividades ilicitas. Modelo
de gestion de desarrollo local para la camaronera comunitaria Engunga, provincia de
Santa Elena. Pontificia Universidad Catolica del Ecuador. Maestria en Gestion del
Desarrollo Local y Comunitario.

Vergara Chen, C., Guerra-Lima, Z. I., & Collado, G. (2015). El pepino de mar, Isostichopus
fuscus, recurso marino en peligro con altas necesidades de manejo. Tecnociencia, 17
2).

Villafuerte Parrales, D. A. (2022). Evaluacion poblacional del pepino de mar Isostichopus
fuscus en la reserva marina de Galapagos durante el periodo 2013-2021 (Bachelor's

thesis, La Libertad: Universidad Estatal Peninsula de Santa Elena, 2022.).



