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RESUMEN

Con el fin de contribuir al conocimiento sobre la biologia reproductiva y aspectos
involucrados en el desarrollo y regeneracion de la estrella de mar L. guildinguii se
realizé el presente trabajo. Se obtuvieron un total de 103 individuos durante un
afio de colecta, de los cuales 15 fueron machos de entre 3 a 8.1 cm de longitud y
el resto fueron organismos sin gbnadas. De acuerdo con la prueba de Wilcox se
determind que no existe diferencias significativas entre las tallas de los individuos
y la presencia o ausencia de génadas (W = 443.5, p-value = 0.2437). El proceso
regenerativo al que fueron sometidos durante cinco meses reveld que esta
especie no presenta desarrollo gonadal durante la formacién de nuevos individuos,
y tras ser tratados con 1l-metiladenina tampoco desarrollaron génadas ni fueron
capaces de expulsar gametos. Al menos para la zona arrecifal estudiada la
reproduccion asexual es la mas exitosa para esta especie. Los individuos tratados
con &cido retinoico tampoco desarrollaron gonadas asi como tampoco modificé la
morfologia de estos mismos. Sin embargo los organismos en proceso de
regeneracion si reaccionaron al ser tratados con una molécula sintética agonista
del receptor de acido retinoico 32 (RARIR2) produciendo dos individuos simétricos
en el sitio de regeneracion en lugar de uno que es lo normal. Este efecto es
denominado duplicacion en espejo y es la primera vez que se observa en un

organismo invertebrado. En definitiva las estrellas de mar son un motivo de



estudio para la comprension de la reproduccidén asexual asi como las alteraciones

durante el proceso de regeneracion.

Palabras claves: Regeneracidon, gbénadas, Linckia guildinguii, 1-metiladenina,

acido retinoico, RARR2.



INTRODUCCION

Los equinodermos son invertebrados de gran importancia en los ecosistemas
marinos ya que han sido considerados como agentes organizadores en funcién de
su actividad depredadora y por su intervencion en el proceso de bioerosion, lo cual
es importante para el reciclamiento del carbonato de calcio. Se caracterizan por
poseer una simetria pentarradial, un esqueleto de carbonato de calcio (calcita)
compuesto por placas intradérmicas independientes y articuladas o espiculas
calcareas, y un sistema vascular acuifero Gnico que regula la alimentacion,
locomocion y otras funciones (Brusca y Brusca, 1990; Cintra, 2001; Pawson,
2007). Se estima que existen unas 7,000 especies las cuales se clasifican en
cinco clases: Asteroidea (estrellas de mar), Ophiuroidea (ofiuras o estrellas
serpiente), Echinoidea (erizos y galletas de mar), Holothuroidea (pepinos de mar)
y Crinoidea (lirios y plumas de mar) (Brusca y Brusca, 1990).

La extension litoral de México y su gran sinfin de habitats han permitido la
existencia de 643 especies de equinodermos, aproximadamente el 10% del total
mundial. En la actualidad se tiene un registro de 522 especies en el Golfo de
México, lo cual denota una diversidad relativamente alta. Para el estado de
Veracruz se reportan 100 especies de equinodermos, las cuales aproximadamente
el 50% se encuentran en los sistemas arrecifales del centro de Veracruz (Solis-
Marin y Laguarda-Figueras, 2011; Solis-Marin et al., 2014).

En general, las estrellas de mar son dioicas y presentan un par de gonadas en
cada brazo, los 6rganos genitales son sencillos y la fecundacion es externa, sin

1



embargo varios equinodermos se reproducen normalmente de manera asexual
(Barnes y Ruppert, 1996). La reproduccion de las estrellas de mar esta controlado
por el sistema nervioso, y la mayoria de los equinodermos presentan un sistema
hiponeural muy disperso ya que las neuronas son al mismo tiempo secretoras de
hormonas que provocan la maduracion sexual de los individuos y desencadenan
la puesta (Giese, Pearse y Pearse, 1991).

El desove y la fecundacién de los Ovulos ocurren como parte de una serie de
acontecimientos interconectados, impulsados por una hormona que se encarga de
madurar los ovocitos; para que se lleve a cabo el desove, los estimulos externos
son emitidos por las funciones fisiologicas del sistema nervioso, probablemente los
nervios radiales integran las sefiales ambientales controlando el estimulo de los
organos internos (Giese, Pearse y Pearse, 1991). Las estrellas de mar poseen una
hormona peptidica que es secretada por el tejido nervioso en época de
reproduccion, hasta ahora es la Unica hormona conocida funcionalmente analoga
a la gonadotropina en los vertebrados (Mita et al. 2013; Mita et al. 2014). La
reanudacion de la meiosis y la maduracion de los ovocitos se desencadena a
causa de la 1-metiladenina (1-MeAde), que es producida en las células del foliculo
ovarico, la accion de 1-metiladenina en las estrellas de mar es actuar sobre la
superficie externa del ovocito para provocar un conjunto particular de respuestas
intracelulares (Jaffe et al. 1993; Mita, 2014). Sin embargo, y como se menciona
anteriormente varios asteroideos presentan una reproduccion asexual de los
cuales s6lo seis especies poseen la caracteristica de reproducirse por autotomia,
de esta forma se puede regenerar la parte perdida e incluso formar un nuevo

organismo completo (Mladenov et al., 1989; Barnes y Ruppert, 1996).
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La regeneracion es un fenomeno comunmente utilizado para reconstruir partes
externas brazos, apéndices, como las espinas o pedicelarios y 6rganos internos
como los intestinos (Edmonson, 1935; Barnes y Ruppert, 1996); sin embargo la
regeneracion puede ser mediante dos procesos, el primero denominado
epimorfosis que se caracteriza por la formacion de una estructura denominada
blastema y el segundo llamado morfalaxis que consiste en la sustitucion de la
parte perdida por remodelacion del tejido restante (Rinkevich y Rinkevich, 2013).
Esta condicion, en donde las estrellas de mar regeneran la mayoria de sus
organos, les permite tener un alto potencial de supervivencia y éxito reproductivo,
ya que la regeneracién es un fenbmeno esencial en el ciclo de vida (Candia-
Carnevali 2006; Kondo y Akasaka, 2010).

Se sabe que muchos organismos que se reproducen por regeneracion dejan de
hacerlo mediante gametos y suele haber ausencia de alguno género (macho o
hembra) (Strenberg y Saura, 2009). La estrella Linckia guildinguii ha sido descrita
como una estrella de mar, con un pequefio disco, y normalmente con cinco brazos
largos, cilindricos y de punta roma, estos son facilmente desprendibles, se han
localizado estrellas con 2 o 7 brazos, esta especie se distribuye en aguas
tropicales de Florida hasta Brasil, y desde las Islas Bahamas hasta el Caribe
Mexicano; en numerosas islas del Caribe y complejos arrecifales de la parte
suroeste del Golfo de México, a excepcion de la zona oriental del Pacifico. Se trata
de una estrella de mar de aguas poco profundas, pero se ha encontrado a una
profundidad de mas de 100 metros (Downey, 1973; Clark y Downey 1992). Su
reproduccion asexual es la forma mas dominante, en donde involucra la

separacion voluntaria de los brazos para formar un nuevo individuo (conocido
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como autotomia), el nuevo individuo tiene una composicién genética idéntica al
original (Stropes, 2003).

El acido retinoico (AR) es un morfégeno derivado de la vitamina A que regula la
proliferacion, diferenciacion celular y que en altas o bajas concentraciones durante
la embriogénesis causa malformaciones, dicha funcion del AR se lleva a cabo a
través de la union de los receptores del acido retinoico (RAR) la cual regula la
transcripcion de genes especifico (Escriva et al., 2002). Durante el desarrollo
embrionario los retinoides actian como un importante morfégeno, participando en
la regulacién de diversos procesos bioldgicos, tales como regionalizacién antero-
posterior y la diferenciacion, asi como la especificacion del destino celular (Maden,
2002; Ting et al., 2012; Li et al., 2014). Ademas de su papel en la regionalizacion y
organogénesis, investigaciones recientes han indicado que el acido retinoico (AR)
desempefia un papel esencial durante la regeneracion de los tejidos dafiados
(Maden y Hind, 2003) y aunque el papel del AR es variado y diverso, se conserva
en una gran variedad de vertebrados e invertebrados (Brockes, 1997; Maden,
1998; Kikuchi et al., 2011).

Por todo lo mencionado anteriormente, este trabajo tiene como finalidad ampliar
los conocimientos sobre el mecanismo regenerativo asi, como la capacidad de los
nuevos individuos de L. guildinguii para reproducirse de manera sexual mediante
el uso de hormonas, acido retinoico y sus derivados. A pesar de que se sabe que
el acido retinoico y sus derivados son parte esencial en la reproduccion,
gametogénesis y regeneracion en diversos invertebrados, son pocas las

investigaciones que se conocen en estrellas de mar.



ANTECEDENTES

Por su relacion filogenética cercana a los vertebrados y sus capacidades
regenerativas, los equinodermos son un atractivo modelo para determinar cuéles
son los procesos celulares y moleculares que se requieren para lograr una
regeneracion asi como entender el origen evolutivo de la regeneracién en los
deuterostomados (Garcia y Domaltov, 2010). Yokoyama y Amaral (2010)
mencionan que la regeneracion no es un proceso aislado en el ciclo de vida de los
equinodermos; si no que esta presente de manera significativa en las poblaciones
estudiadas en su hébitat natural, donde existen diversos factores como
depredacion y el oleaje. Sin embargo, se ha comprobado que diferentes especies
de asteroideos tienen distintas capacidades de regeneracion para reconstruir un
individuo completo, como es el caso de Echinaster sepositus es necesario como
minimo la mitad del disco, Astropecten las tres cuartas partes con el madreporito,
y Marthasterias glacialis el disco completo (King, 1900). Las estrellas de mar
tienen muy desarrollada la facultad de regeneracion: los brazos fraccionados
experimentalmente o por autotomia son reemplazados rapidamente por otros que
genera el propio disco, a pesar de eso, un brazo aislado cicatriza su herida y
permanece vivo durante algunas semanas, pero acaba por morir al agotar sus
reservas, sin embargo hay una excepcion a esto ultimo, constituido por el género
Linckia, cuyos brazos aislados regeneran el disco y los cuatro brazos restantes

formando un nuevo individuo (Edmonson, 1935; Hyman, 1955).



En el caso de L. guildinguii, este proceso regenerativo es completado a las cinco
semanas después de la amputacion, sin embargo durante este proceso L.
guildinguii no presenta blastema, lo que alude a un proceso de morfalaxis (Cortés-
Rivera et al.,, 2016). Durante el presente estudio ninguno de los individuos
utilizados para los experimentos presentd goénadas femeninas y tampoco indicios
de desove, manifestando asi que esta especie tiene muy marcada su reproduccion
asexual por autotomia.

Los equinodermos también presentan una reproduccion sexual a pesar de que no
poseen un sistema endocrino bien desarrollado, sin embargo las interacciones
guimicas que producen las células estdn implicadas en el control de la
reproduccion, gametogénesis y el desove. Actualmente existen estudios que
indican que los equinodermos poseen un sistema hormonal semejante en cierta
medida a la gonadotropina que poseen los vertebrados; esto se debe a los
polipéptidos de una hormona peptidica denominada sustancia estimulante de las
gonadas (GSS o factor de nervio radial) y es producido por los nervios radiales de
los asteroideos y esta presente en ambos sexos de estrellas de mar (Kanatani,
1973; Kishimoto et al., 1984; Pinder et al., 1999; Voronina y Wessel, 2003;
Lubzens et al.,, 2010). Esta hormona actla sobre las células intersticiales
testiculares y células de los foliculos ovaricos, por lo que producen un factor activo
intergonadal (Kubota, Nakano y Kanatani, 1977). La primera evidencia sobre el
efecto de la hormona peptidica producida por el nervio radial fue por Chaet y
McConnaughy (1959), quienes dieron a conocer la capacidad del extracto de los
nervios radiales de Asterias forbesi para inducir derramamiento de gametos

cuando es introducido en la cavidad celémica de los individuos maduros, este
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estudio dio hincapié a diversas investigaciones sobre la maduracion y desove de
gametos en estrellas de mar. Wessel y Reich (2010) lograron el desove de
hembras y machos de Patiria miniata al colectar un fragmento de las gonadas y
tratarlas con 1-MeAde, consiguiendo asi fecundarlos por inseminacién y cultivar
embriones por varios dias en agua de mar filtrada alcanzando la fase de blastula.
Es evidente que 1-metiladenina cumple con la funcibn de maduracion y
reanudacion meidtica de los ovocitos, sin embargo Terasaki y Runft (2010)
encontraron que la maduracién de los ovocito mediante 1-MeAde en Asterina
miniata se lleva a cabo en dos procesos; el primero al tratar los ovarios a una
dosis de 0.5uM de 1-MeAde ocasionando la ruptura de la vesicula germinal,
posteriormente a los 10 min se exponen nuevamente los ovocitos a una dosis
minima 0.005uM siendo este lo suficiente para iniciar la maduracién de los

oVvocitos.

El &cido retinoico es una molécula derivada de la vitamina A (retinol) sintetizado
mediante dos enzimas, alcohol deshidrogenasa y retinaldehido deshidrogenasa;
qgue lleva acabo la oxidacion de retinol a retinal y de retinal a acido retinoico
respectivamente (Marlétaz et al., 2006) y es importante durante el desarrollo
embrionario, ya que establece el patron del eje anterior-posterior. Por otro lado se
sabe desde hace muchos afos del efecto del acido retinoico en el desarrollo
embrionario, asi como también en la regeneracion en los vertebrados. En
particular se ha estudiado en las extremidades de los anfibios causando la
duplicacién en el eje anterior-posterior de las extremidades (Maden, 1982; Wanek

et al., 1991; Holder y Hill, 1991). El acido retinoico y su precursor retinoide son



conocidos por ser capaz de reprogramar la identidad posicional de las células del
blastema (Maden, 1982), cuando dichas células estan expuestas a bajos niveles
de acido retinoico se produce un brazo entero sin embargo la extension de la
proximalizacion depende de la dosis y el tiempo, el blastema es mas sensible al
acido retinoico durante su formacion temprana cuando las células se diferencian y
proliferan, de tal manera que el acido retinoico reprograma la identidad posicional.
Maden (1982) menciona que la proximalizacion inducida por el acido retinoico en
la salamandra es dependiente de la dosis, de modo que a bajas concentraciones
el blastema duplica sélo los elementos mas distales del antebrazo, y a
concentraciones mayores se generan mas elementos del brazo. Pero los efectos
del acido retinoico no solo se reflejan en las extremidades sino también en las
gonadas, en la cual estimula la expresion del gen Stra8, precursor del inicio de la
meiosis en las células germinales en ratones y pollo (Koubova et al., 2006). Sin
embargo el acido retinoico es degradado por la enzima CYP26B1 el cual inhibe la
meiosis en los testiculos del raton ya que los niveles de Stra8 son muy bajos,
mientras que en los ovarios se lleva a cabo la transicion mitosis/meiosis
(Trautmann et al., 2008). De tal manera se ha demostrado que la administracion
de &cido retinoico a pequefias concentraciones durante los 9 a 14 dias del
desarrollo embrionario en pollos causa la aparicién de células germinales en los
testiculos mientras que en los ovarios se incrementa el numero de ovocitos
durante la profase meiotica, este hecho indica que el acido retinoico es capaz de
inducir a entrar en meiosis a las células germinales masculinas sin embargo la
exposicion a corto plazo no es suficiente para avanzar a las etapas posteriores de

la meiosis (Trukhina et al., 2015).



Sin embargo son pocos los estudios realizados sobre los efectos del acido
retinoico en organismos marinos, Wang et al., (2014) reporta efectos
teratogénicos, como columna doblada, cola deforme y edema pericardico en el
desarrollo del pez cebra utilizando concentraciones de 2.47 nM asi como también
alteraciones en los genes relacionados con los nervios y marcadores de C3a de la
medula espinal (Hox). Cabe mencionar que no soélo en vertebrados se han
realizado dichas investigaciones, Créton et al., (1994) realiz6 estudios en
moluscos y el uso de acido retinoico en el desarrollo; demostrando que a bajas
concentraciones aplicada durante la gastrula afecta el patron de la divisién celular
en la etapa temprana de Lymnaea stagnalis. En la actualidad aun no se tiene
documentado el efecto del acido retinoico en las diferentes clases de
equinodermos, pero si en aquellos que pertenecen a la clase equinoidea como es
el caso en el erizo de mar Paracentrotus lividus, al ser expuestos a una
concentracion de 2 UM de AR los embriones retardan el desarrollo, durante las 48
horas los embriones tratados se encontraban en etapa de prisma mientras que los
demas estaban en la etapa pluteus, después de las 72 horas de desarrollo los
embriones tratados se recuperaron y continuaron el desarrollo normal (Sciarrino y
Matranga, 1995). Ademas Sconzo et al., (1996) demostraron que a diferentes
concentraciones de AR (5-7uM) en Paracentrotus lividus dentro de las 12 horas
después de la fertilizacion se genera degradacion parcial del embrion durante la

etapa de gastrula.



OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto de la 1-Metiladenina y é&cido retinoico en la regeneracion y

gonadogénesis de la estrella de mar Linckia guildingii.

OBJETIVOS PARTICULARES

» Establecer las tallas y proporcion sexual de L. guildingii (Gray, 1840).

 Determinar el efecto de la 1-Metiladenina en la regeneracion vy

gonadogénesis de L. guildingii (Gray, 1840).

« Determinar el efecto del acido retinoico y de un agonista del receptor de 32

de acido retinoico en la regeneracion y gonadogénesis.

« Caracterizar el fenotipo resultante de aplicar 1-Metidalenina, &cido retinoico

y agonista del receptor de 32 en organismos regenerados.
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MATERIALES Y METODOS

RECOLECTA Y CLIMATIZACION

La recolecta de L. guildinguii se realizé en el arrecife Tuxpan que forma parte del
Sistema Arrecifal Lobos- Tuxpan (SALT), localizado a 12 km al NE de la
desembocadura del rio Tuxpan, entre los 21° 01’ y 21° 03’ de latitud N y los 97°
11" y 97° 12’ de longitud W. Se recolectaron 103 organismos de diferentes
tamafos durante los meses de marzo 2015 - abril 2016 a una profundidad menor a
un metro, in situ se les cortd un brazo a las estrellas para determinar la presencia
de gonadas vy el resto del individuo fue devuelto al arrecife (Permiso de Pesca de
Fomento N° PPF/DGOPA-063/14 anexo 2). Otros 40 organismos se trasladaron al
laboratorio y se mantuvieron en acuarios equipados con eliminador de proteinas,
filtro bioldgico con piedra coralina y agua del mismo arrecife (35 ups, pH 8.2 'y 26
°C). Previo a la experimentacion las estrellas se mantuvieron durante una semana
en aclimatacion y no fue necesario el suministro de alimento ya que son

organismos detritivoros.

TALLA'Y SEXO

Para registrar la talla de las estrellas se utilizé una regla graduada (precision 1:0
mm) para medir la longitud del brazo mas largo desde el centro del disco hasta el
apice. En los asteroideos se utiliza esta variable debido a que los brazos suelen

ser arrancados por depredadores (Herrero-Pérezrul & Luna-Salguero, 2011), y
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después son regenerados en su totalidad, una vez hecho el registro de las tallas
se realizd una prueba de Wilcox para determinar si existe relacion entre las tallas y
la presencia o ausencia de gonadas. Para determinar del sexo de las estrellas se
colocaron en cajas Petri con agua de mar, y con ayuda de una navaja desechable
para microtomo se cortd un brazo de manera transversal sujetando con firmeza
seguido de un corte longitudinal al brazo de manera que se observe la parte
interna para identificar las gonadas (blancas para el caso de macho y amarillas

para las hembras).

Fig. 1 Representacion grafica de los distintos procedimientos llevados a cabo en las estrellas
de mar. A) Medicion de las estrellas a partir del centro disco hasta la parte distal, B)
amputacion del brazo cerca del disco, C) zona de aplicacion de 1-MeAde.
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REGENERACION E HISTOLOGIA

Para caracterizar la regeneracion en L. guildinguii, se amputaron los brazos a las
estrellas con una navaja desechable para micrétomo, se cortaron de manera
transversal y fueron devueltos inmediatamente al acuario junto con los discos
centrales. Posteriormente los brazos fueron fijados a diferentes tiempos post-
amputacion y se procedid a un andlisis histologico; por cada brazo fijado a
diferente tiempo se realizaron al menos tres repeticiones completando un tiempo

de regeneracion de 20 semanas.

Las muestras se fijaron en formaldehido al 4% en agua de mar durante 24 horas a
una temperatura de 4° C, posteriormente se descalcificaron en &cido acético
all0% durante 24 horas y después se lavaron con agua corriente por 1 hora para
posteriormente impregnarlos con una solucién de sacarosa al 15% y 30% durante
1 hora respectivamente. A continuacion fueron colocados en gel para cortes en
congelacion durante 24 horas a temperatura ambiente, los cortes se realizaron a
12 p de grosor en un criostato (Microm HM 520) a una temperatura de -25 °C,
posteriormente se colocaron en laminillas previamente cubiertas por poli-L-lisina, y
se procedio a la tincion de hematoxilina (véase anexo 1), para después identificar

cada etapa del proceso regenerativo y tomar evidencia fotografica.
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TRATAMIENTO CON 1-METILADENINA

Para el tratamiento se prepararon alicuotas de 1-Metiladenina a una concentracion
de 25 mM disuelta en agua de mar filtrada, cada alicuota contenia 50 ul de dicha
solucion. En la primera parte del tratamiento se tomaron cinco estrellas completas
y de diferentes tamafos, se colocaron en cajas Petri con agua de mar y sobre la
base del brazo con ayuda de una jeringa de insulina se les inyect6 0.05 ml tomada
de las alicuotas, posteriormente se dejaron reposar durante 4 horas para observar
si se producia el efecto de desove, posteriormente se incorporaron en peceras
diferentes a las demas. Para la segunda etapa del tratamiento se tomaron cuatro
estrellas y mediante el proceso de amputacion anteriormente mencionado se
procedio a retirar los brazos, posteriormente los brazos fueron colocados en cajas
Petri tomando una como control y tres repeticiones; con ayuda de una micro pipeta
se tomd una alicuota de 50 ul de 1-Metiladenina y se mezclé en 50 ml de agua de
mar filtrada, posteriormente se vertié en cajas Petri completamente estériles junto
con los brazos, después fueron cubiertos con papel aluminio para evitar el paso de
la luz y se dejaron reposar por 12 horas. Los brazos tratados fueron colocados en

frascos de plastico con pequefios agujeros para permitir el paso de oxigeno.
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Fig. 2 Representacion grafica de la aplicacion de los distintos
tratamientos (1-MeAde, Acido retinoico y Agonista 32).

TRATAMIENTO CON ACIDO RETINOICO Y AGONISTA R2

Para el tratamiento con acido retinoico se tomaron los brazos a diferentes dias
post-amputacion, y a distintas concentraciones (25uM y 12.5uM) a partir de un
stock 50 mM. Se tomaron 15 brazos con un tiempo de seis dias post-amputacion,
los cuales fueron colocados en cajas Petri con 50 ml de agua de mar filtrada y
distribuidos de la siguiente manera, cinco brazos control en agua de mar, cinco a
una concentracion de 25uM y los ultimos a una concentracion de 12.5uM. En

estas soluciones se dejaron reposar 6 horas totalmente cubiertos para evitar el
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paso de la luz, después se regresaron a las peceras en frascos de plasticos
completamente sellados y con pequefios agujeros para permitir el paso de
oxigeno y continuar el proceso regenerativo. El procedimiento anteriormente
descrito se repite para brazos con 8 y 10 dias post-amputacion. El tratamiento con
agonista 32 se llevd acabo colocando cinco brazos a una concentracion de
12.5uM vy cinco brazos para el control con agua de mar, se dejaron reposar

durante 6 horas y posteriormente fueron devueltos a las peceras.

Las observaciones se realizaron a las 24 horas después de cada tratamiento, y el
proceso regenerativo se registré cada semana con ayuda de un microscopio

tomando evidencia fotografica.
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RESULTADOS

TALLA'Y SEXO

Se obtuvieron un total de 103 individuos durante un afio de colecta, de los cuales
15 fueron machos de entre 3 a 8.1 cm de longitud y el resto fueron organismos sin
gonadas. Las gonadas se observaron debajo de los ciegos piléricos en tono
blanquecino para el caso de los machos (fig. 3) y mediante histologia se pudo
apreciar un par en cada brazo (fig. 5), cada gonada presentaba espermatozoides
moviles (fig. 4). En total se obtuvieron 15 machos y ninguna hembra, las tallas de

acuerdo con el sexo se muestran a continuacion (cuadro 1).

Fig.3 Brazos de L. guildinguii, A) génadas masculinas (flecha azul), ciegos pildricos
(asterisco), B) ciegos pildricos (asterisco), brazo sin génadas. Barra de escala: 2cm.
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Fig.4 Espermatozoides de L. guildinguii con alta movilidad, obtenidos de un
individuo con una talla de 4.6 cm.

Cuadro 1. Tallas de L. guildinguii con gbnadas y sin diferenciar

TALLA MACHOS SIN GONADAS
3-3.8 2 26
4-49 4 23
5- 57 2 21
6-6.7 3 10
7-75 2 5
8-8.5 2 3
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Fig. 5 Corte histologico de un brazo de L. guildinguii, gbnadas
de macho (flechas rojas), ciegos pildricos (flecha negra).Barra
de escala: 500 pm.

De acuerdo a la prueba de Shapiro, los datos de tallas de L. guildingii no se
ajustan a la normalidad (p= 0.01406). La prueba de Wilcoxon refiere que no
existen diferencias significativas entre las tallas de los individuos y la presencia de

gonadas (W =443.5, p = 0.2437) (fig.6).

TALLA cm
N w N

[

macho singonada
INDIVIDUOS

Fig. 6 Relacion entre la presencia de gbnadas Y las tallas de los individuos.
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REGENERACION E HISTOLOGIA

La estructura propia de la estrella L. guildinguii se forma en un promedio de cinco
semanas a partir de la amputacion, sin embargo la regeneracion para esta especie
es lenta ya que es hasta las 12 semanas cuando se puede observar las

estructuras propias del nuevo individuo (fig.7).

Fig. 7. Brazos de L. guildinguii en proceso de regeneracion a diferentes tiempo, A) formacién
del nuevo individuo con cuatro brazos a las cuatro semanas (flecha roja), B) individuo a las
12 semanas de regeneracion, C) regeneracion a las 16 semanas. Barra de escala. 2cm.

Durante las primeras semanas post-amputacion se observo la boca de forma
circular y musculosa en el centro del nuevo individuo, asi como también la

formacion del estbmago cardiaco (fig. 8).

Fig. 8 Brazos a las cuatro semana
estomago cardiaco (flecha). Barra de escala: 500pm.
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Durante las ocho semanas de regeneracion se observo formacién del nuevo
individuo haciéndose mas evidentes los brazos y en ellos la ramificacion de los
ciegos pildricos, un par en cada brazo (fig. 9) y que a su vez estan conectados con
el estobmago piléricos. Los ciegos piléricos estan previstos de células glandulares
suspendidas en el interior del celoma del brazo y son indispensables para la

digestidn tanto intracelular como extracelular.

Fig. 9 Corte longitudinal de L. guildinguii a las ocho semanas de regeneracion, A) ciego pilérico
(punta de flecha roja), formacién de los brazos (flecha negra), B) ramificacion de los ciegos piléricos
(flecha roja), boca (punta de flecha), C) ciegos piléricos a lo largo de los nuevos brazos (flecha roja),
brazos del nuevo individuo (flecha negra). Barra de escala: 500 um.
A las 12 semanas de regeneracion se logro aprecia con mayor claridad cada una
de las estructuras y érganos, ocupando la mayor parte del cuerpo el estbmago y
los ciegos piléricos que van desde el estbmago pilérico a cada uno de los brazos,

(fig. 10) sin embargo el desarrollo de las génadas siguen sin apreciarse durante

las siguientes semanas (fig. 11).
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Fig. 10 Regeneracién a las 12 semanas, A) boca (punta de flecha roja), estomago pilérico (flecha
azul), B) boca (punta de flecha roja), estomago pilérico (flecha negra, ciegos piloricos (flecha azul), C)
estomago pilérico (flecha negra), ciegos piléricos (flecha azul), pies ambulacrales (flecha roja). Barra

de escala: 500 pm.

Fig. 11 Proceso de regeneracion a las 16 semanas, A) conducto pilérico (flecha roja), ciegos piléricos
(flecha azul), estomago pilérico (flecha negra), B) ramificacién de los ciegos piléricos (flechas rojas),
estomago pilérico (flecha negra), C) boca (asterisco), estomago pilérico (punta de flecha azul),
vertebras (flecha roja). Barra de escala: 500 pm.
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Durante las 20 semanas de regeneracién se observé el mismo patron de

crecimiento y regeneracion en el nuevo individuo (fig. 12).

Fig. 12 Brazo en proceso de regeneracion a las 20 semanas, A) estomago pilérico (flecha negra),
ramificacion de los ciegos piléricos (flecha negra), B) estomago cardiaco (punta de flecha roja),
estomago pildrico (flecha negra), pies ambulacrales (flecha azul), C) boca (asterisco), estomago
pildrico (flecha negra). Barra de escala: 500 pm.

TRATAMIENTO CON 1-METILADENINA

No se observo el desove, ya que los organismos no presentaban génadas y en los
machos esta sustancia no surti6 ningun efecto; en la segunda parte del
tratamiento, tampoco hubo diferencias significativas en el control y los tratados.
Durante la regeneracién solo se aprecia la formacion de la boca, estdbmago y

ciegos piloricos, donde no tuvieron ninguna alteracion (fig. 13).
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Fig.13 Brazos de L. guildinguii a las 12 semanas de regeneracion sometidos a un tratamiento con 1-
metiladenina, en el control se puede apreciar claramente la boca (flecha negra) y el estémago pildrico (flecha
roja), tanto en la siguientes imagenes A-C se muestra la formacion del estomago pilérico (flecha negra) y surcos
ambulacrales (flecha azul). Barra de escala: 500 pm.

TRATAMIENTO CON ACIDO RETINOICO (AR)

Los individuos tratados con AR fueron comparadas con el control, y no se
encontré diferencias significativas en cada uno, identificando la boca muy bien
definida asi como también los ciegos piléricos y el estdbmago muy bien
desarrollados (fig. 14), en todas las muestras hay ausencia de formacién de
gonadas o alteracién en alguna de las estructuras, por lo que AR tampoco propicié

la formacion de génadas.
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estébmago pilérico (flecha negra) y ramificaciones de los ciegos piléricos (flecha roja), A-C se puede
apreciar el estémago pilérico (flecha negra), ciegos piléricos (flecha roja) y el conducto pilérico (punta de
flecha azul). Barra de escala: 500 um.

Durante el tratamiento no se presentd ninguna modificacion de manera interna
como de manera externa, exponiéndolos a concentraciones y tiempos post-

amputacion diferentes (fig.15).

Fig. 15 Individuos tratados con Acido retinoico a diferentes
concentraciones, (A-B) 6 dias post amputacién a una
concentracion de 12 pM y 25 pM respectivamente; (C-D)
8 dias post amputacion, (E-F) 10 dias post amputacion.

Barra de escala. 2cm.
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TRATAMIENTO CON 32

Para el tratamiento con agonista 32 se observé la regeneracion de los brazos sin
gonadas sin embargo se encontr6 una anomalia no reportada en los
invertebrados. Esta alteracion es comunmente conocida como duplicacion en
efecto espejo, ya que la estructura propia del individuo en formacién presenta un
individuo extra, justamente de manera simétrica al original como si de su reflejo en

él se trata (fig. 16).

Fig. 16 Brazo en proceso de regeneracion a las 16 semanas, en el control se aprecia la nueva
estrella de manera normal, sin embargo en las siguientes se genera un efecto reflejo, A) nuevo
individuo en proceso de regeneracion (flecha roja) y la duplicacion del individuo (flecha azul), B)
vista ventral, separacion de los dos individuos (flecha negra). Barra de escala: 2 cm.
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DISCUSION

En la mayoria de los equinodermos la proporcion sexual es de 1:1, como es el
caso de P. unifascialis (Herrera-Escalante, 2005), P. pyramidatus (Sdmchez-
Villalobos, 2012), la estrella L. columbiae (McAlary, 1987) y otros equinodermos
como en el erizo S. droebachiensis (Munk, 1992), en los holoturoideos Actinopyga
echinites (Conand, 1982) y el ofiuroideo Odontaster validus (Stanwell-Smith y
Clarke, 1998), sin embargo para el caso de L. guildinguii se desconoce la
proporcion sexual, dado que en el presente trabajo sélo se registraron machos,

esto se atribuye al tipo de reproduccion que presentan.

En el presente trabajo se registraron individuos de L. guildinguii sexualmente
maduros a una talla de 3 cm, mas grandes a L. columbiae reportados por
McAlary (1987), donde los individuos maduros mas pequefios fueron de 2.1 cm y
los reportados por Minchin (1987) para la estrella Marthasterias glacialis donde las
tallas de los individuos desovantes fueron de 2.5 a 26 cm y de 9 a 22 cm (machos
y hembras respectivamente). Cabe mencionar que la formacién de 6vulos en los
seres Vivos es un proceso mas costoso energéticamente que la formacion de
espermatozoides por ello es posible que las condiciones en las que vive esta
especie en la zona de estudio no sean las ideales y por ello prevalezca la
reproduccion por autotomia y sélo algunos pocos organismos machos puedan

desarrollar gametos viables.
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El proceso regenerativo para L. guildingui es lento aunque su capacidad de
generar un nuevo individuo sin la porcion del disco es caracteristico solo para su
género y para Coscinasterias (Barnes y Ruppert, 1984; Cortes-Rivera et al., 2016),
aunque se han reportado ambas como especies dioicas no se han estudiado en
circunstancias o entornos en los que la proporcion de sexos sea diferente y se
reproduzcan principalmente de manera asexual. Encontramos que en esta especie
la formacion de gonadas durante la regeneracion es nula, aspectos que no estan
reportados ni estudiados. Yamaguchi (1977) revela que L. leavigata es capaz de
reproducirse de manera asexual o por autotomia, pero al mismo tiempo y de
acuerdo a los factores ambientales puede reproducirse de manera sexual. Este
tipo de reproduccion esta presente durante el verano aunque no todos los
individuos presentan génadas completamente maduras, caso contrario con L.
guildinguii que es mas frecuente la reproduccién asexual, y los organismos
producidos por este medio no generan gonadas siendo incapaces de reproducirse
de manera sexual. Esta preferencia reproductiva puede ser especifica de la zona

arrecifal estudiada y/o depender de las condiciones ambientales de esta zona.

En el presente trabajo se realizé el tratamiento con 1- metiladenina, pero no se
obtuvo éxito en la maduracion gonadal y desove, ya que los individuos eran
machos y en el resto de los casos no presentaban génadas, por lo que
desconocemos qué pase con las hembras y si hay algin momento breve en el que
formen gbénadas y liberen 6vulos aptos para ser fecundados. Se reportaron que en
las costas de Australia L. guildinguii presenta una época de reproduccion en

verano, llevandose a cabo la liberacion de évulos y espermatozoides (Stropes,
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2003). Yamaguchi (1977) logré un desove exitoso en individuos maduros de L.
laevigata usando 1-Metiladedina en organismos con gdénadas claramente
funcionales. Sin embargo 1-metiladenina no es la Unica que provoca la
maduracion y liberacion de ovocitos en asteroideos; Dorée et al., (1976) reportaron
que 1-benziladenina y 1l-etiladenina son muy eficientes al ser afadidos en
gonadas de Marthasteria glacialis y Asterias Rubens siendo dos veces mas
efectivo en ambas especies a concentraciones menores a las alcanzadas con 1-
metiladenina, a pesar de este reporte, MacAlary (1987) logré inducir un desove en
individuos maduros de L. columbiae, al inyectar sobre la base del brazo 1-
Adenosina monofosfato, esto se realiz6 en los meses de agosto-septiembre
cuando esta especie presenta su época de reproduccion, comparando estos
datos es evidente que 1-metiladenina no es eficiente en L. guildinguii asi sea de
manera directa inyectandolas en la cavidad celémica y en organismos
regenerados, ya que no hubo ningun efecto a pesar que estar comprobado que

esta hormona es eficaz en estrellas de mar de diferentes géneros.

Como se mencion0 anteriormente, 1-metiladenina no es funcional en la especie L
.guildinguii en comparacion con L. laevigata, a pesar de que pertenecen al mismo
género; sin embargo ambas especies se distribuyen en diferentes zonas, en el
Anfiatlantico e Indo-pacifico respetivamente (Duran et al., 2005; Baptiste y
Jakimovski, 2011) esta distribucién y las condiciones ambientales presentes puede
afectar el ciclo reproductivo para L. guildinguii prefiriendo una reproduccion
asexual, manifestando mayor éxito en esta area de estudio, ya que durante la

colecta no se reportd hembras y en algunos caso el sexo era indiferenciado ya que
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no presentaban rastro alguno de goénadas a pesar de ser organismos de talla
adulta. Esto resulta biolégicamente interesante de estudiar a mayor detalle, pues
L. guildinguii se sabe que es dioica con reproduccion sexual, pero la preferencia o
ventaja de la reproduccion asexual por autotomia no se ha estudiado para esta
especie en ecosistemas especificos con caracteristicas propias que pudieran
favorecer un tipo de reproduccion sobre otro. En la zona donde se colectaron los
organismos para este estudio es muy comun encontrar “cometas” o estrellas en
formacion a partir de brazos autotomizados, lo que evidencia la preferencia de

esta especie por la reproducciéon asexual.

Otros tratamientos para promover la formacion de gonadas en L. guildinguii
durante su regeneracién, fue mediante acido retinoico, ya que se ha documentado
que cumple un papel importante en la gonadogénesis a pesar de ser poco
estudiado dentro de los equinodermos. En el presente trabajo no se encontrd
ninguna alteraciéon morfoloégica en la regeneracion del nuevo individuo de L.
guildinguii asi como tampoco la formacién de génadas, y esto se puede observar
en los cortes histoldgicos asi como también en los diferentes individuos tratados a
diferentes dias post-amputacién y concentraciones. Esto no impide que se sigan
generando interrogantes sobre los efectos del acido retinoico en los invertebrados
asi como para este grupo de organismos; por otra parte en este trabajo se revelo
gue al exponer los individuos en proceso de regeneracion al agonista del receptor
de &cido retinoico 32 (RARR2) a una concentracion de 12.5uM ocasionoé el efecto
de duplicacién en dichos individuos, donde cada brazo generé dos individuos

provenientes de la zona proximal del brazo, ambos individuos presentaban
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movilidad de los pies ambulacrales asi como una boca para cada uno. Cabe
resaltar que dicho fenbmeno se habia presentado en otros grupos de organismos
siendo mas evidente en vertebrados como los ratones, anfibios y aves (pollo), que
son organismos bilaterales, pero no para equinodermos que son organismos de

simetria radial secundaria.

El anfibio Xenopus laevis, que al ser tratado con el inhibidor CYP26 forman
duplicaciones en espejo en el 49% de las extremidades en regeneracion y con el
agonista RARR2 a una concentracion de 100nM, las extremidades se duplicaron
de manera completa y simétrica, en un 65% de los individuos tratados (Cuervo y
Chimal, 2013); de igual manera al comparar los resultados del presente trabajo, se
puede constatar que agonista RARR2 generd resultados similares ya que en
ambos tratamientos la duplicacién fue completa y simétrica. En este trabajo el
efecto de duplicacién ocurre en un organismo completo, no en una estructura
solamente, ademas demuestra que el agonista RARRB2 es funcional tanto en
vertebrados como invertebrados. Este resultado implica que incrementar la
actividad de las rutas controladas por AR genera un nuevo eje corporal
permitiendo la duplicacién de un individuo de manera simétrica pero invertida (en

espejo).

Lo mas notable de este resultado es que normalmente este efecto se conoce para
el caso de vertebrados en estructuras como las extremidades, pero en el caso de
la estrella de mar la duplicacibn no es de una porcion del individuo sino del
individuo completo. También tiene implicaciones en la definicion de la simetria

bilateral pues las duplicaciones en espejo que se conocen desde hace décadas en
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vertebrados se dan en estructuras bilaterales. En el caso de la estrella de mar se
supone gue tiene simetria radial, por lo que es mas dificil entender como es que
se pudo generar una duplicacion en espejo a partir de una estructura proveniente

de un organismo radial.
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CONCLUSIONES

— Para L. guildinguii la reproduccién es principalmente asexual (por
autotomia) en esta area de estudio, ya que solo se tiene reportado

presencia de machos durante el afio de colecta.

— Los individuos machos con tallas 3< 3.8 cm son completamente
maduros, presentando movilidad de los espermatozoides pero no los

liberan al ser tratados con 1-metiladenina.

— La presencia y madurez de las gbnadas para machos de L.
guildinguii corresponde a los meses de mayo-junio, siendo los meses

calidos.

— La l-metiladenina no es funcional para L. guildinguii, ya que esta
especie en esta zona destaca su reproduccién asexual, teniendo

mayor éxito a través de la regeneracion de nuevos individuos.

— El acido retinoico no altera ni modifica la morfologia interna y externa

en esta especie durante el proceso regenerativo.
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— L. quildinguii responde al agonista RARR2 generando una

duplicacién en espejo durante el proceso de regeneracion.

— EIl agonista RARR2 actia de manera analoga en equinodermos
como en vertebrados, generando dos individuos provenientes de la

misma zona de regeneracion.
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APLICACION PRACTICA DEL TRABAJO

En Meéxico los estudios realizados sobre equinodermos han tenido diversas
aplicaciones, desde aspectos generales como listados faunisticos, biogeografia,
ecologia y biologia basica, hasta investigaciones con fines pesqueros (Herrero-
Pérezrul et al., 1999; Maluf, 1988; Solis-Marin et al., 1997) aunque la mayor
informacion es descriptiva se conoce muy poco sobre los aspectos que estan
involucrados en la reproduccion.

La peculiar forma en que se reproduce L. guildinguii permite conocer mas sobre
su biologia y aspectos involucrados en su desarrollo, ya que recientemente los
equinodermos estan siendo afectados por una series de enfermedades virales
provocando muertes masivas que hasta la fecha se desconocen las causas. Por
tal motivo es importante enfocar el estudio de estos organismos, planteando
estrategias efectivas como podria ser la repoblacion de estrellas de mar en
diversos sistemas arrecifales, debido a la capacidad sorprendente de generar
nuevos individuos a partir de un fragmento de su cuerpo aun manteniéndolos en
cautiverio.

Actualmente los equinodermos como muchos de los organismos marinos son
extraidos con fines comerciales (venta artesanal o acuariofilia) considerandolos
como especies exoticas, por ello se requiere el disefio de un plan de manejo que
permita controlar la extraccion de estos organismos, ya que existe gran cantidad
de especies de invertebrados en los arrecifes del norte de Veracruz que no han

sido estudiados. Por lo cual es indispensable mantener la conservacién y
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restauracion de areas naturales, cuya base sea la preservacion y el uso adecuado
de los recursos naturales, que al final permita adquirir conocimientos sobre la

biodiversidad mexicana.
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ANEXO 1

Protocolo para la tincion hematoxilina

Procedimiento

Sumergir los portaobjetos en Hematoxilina durante 3-5 minutos
e Lavar con agua corriente 2 veces por 5 minutos

e Deshidratar en etanol al 50% durante 3 minutos

e Deshidratar en etanol al 70% durante 3 minutos

e Aclarar en xileno al 100% durante 5 minutos

e Montaje final con el cubre objetos por medio de resina
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ANEXO 2

PERMISO DE PESCA
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