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Abstract: The reproduction of Ecteinascidia turbinata was studied in Punta del Este, Isla de la Juventud, Cuba.
Gonadal development of 4 606 zooids from 30 colonies was studied in six localities by monthly samples from
June 1994 through May 1995. In addition, from August to November 1997, the regenerating capacity of the
colonies was assessed. Number and diameter of oocytes, embryos and larvae were measured in 21 zooids (17-
23 mm long). Five stages of gonad development are described: juvenile, immature, mature, in larval release and
in reabsorption. The zooids reach 27 mm in length. Immature zooids may exceed 60 % of the total population
throughout the year and prevail in most length classes. Minimum size for mature zooids was 6.7 mm, but more
than 50 % of mature and at larval release zooids measured 19-20 mm. Sexual reproduction occurs from
September through July with a peak in April-May. Asexual reproduction occurs year-round, but more intensely
during the summer, especially in August. After the spawning and reabsorption of all zooids in a colony, the fol-
lowing cycles of generation-degeneration of the colony repeat approximately every 40 days.
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Ecteinascidia turbinata Herdman 1880
tiene amplia distribucion en Cuba y ocupa di-
versos habitats. Suele ser abundante en el eco-
sistcma de manglar y en la tltima década ha al-
canzado un lugar destacado entre los organis-
mos marinos productores de sustancias biolo-
gicamente activas porque de ella se obtienen
moléculas complejas, con potente actividad
antitumoral, denominadas ecteinascidinas (Ri-
nehart et al. 1990).

En particular ha sido comprobada la poten-
cialidad del compuesto “Ecteinascidina 743”
contra el melanoma y los canceres de pulmén y
mama (Nieves 1995). Hasta el presente la pro-
duccién del medicamento depende de la recolec-
cioén de organismos en el medio natural, de ahi la
importancia del estudio bioldgico de la especie
como base para su explotacion sostenible.

Los estudios realizados sobre la biologia de
esta especie son escasos. La mayor parte han
estado dirigidos al conocimiento de algunos
aspectos dc la reproduccién como origen y de-
sarrollo de las células germinales, época de re-
produccién, y caracteristicas del zooide y la
larva (Simkins 1924, Berril 1932, 1935, Young
1986, Young y Bingham 1987, Bingham y
Young 1991). S6lo Morgan (1977) realizé ob-
servaciones estacionales sobre su crecimiento,
edad de maduracién y longevidad, en aguas de
Puerto Rico, y Carballo et al. (1997) estudia-
ron la distribucion, densidad y crecimiento de
la poblacién en la Isla de Formentera, Espafia.

En aguas templadas y subtropicales el de-
sove de diferentes especies de ascidias se li-
mita a los meses mas calidos del afio (Berrill
1935, Sabbadin 1960, Brunetti 1976), y la
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mayoriatiene uno o dos picos de reproduccion
durante el ciclo anual (Millar 1971, Berril
1975), pudiendo producirse de forma alterna o
simultanea la reproduccion sexual y asexual
(Svane y Young 1989).

En general se consideran como factores re-
guladores del ciclo reproductivo en las asci-
dias: la temperatura, el fotoperiodo, las fases
de la luna, las mareas y la densidad del fito-
plancton (Svane y Young 1989), pero en el ca-
so de E. turbinata la influencia de estos facto-
res no ha sido profundamente estudiada.

Sobre la fecundidad y caracteristicas de
las larvas de Ecteinascidia turbinata no en-
contramos mucha informacién. Se sabe que
es ovovivipara (Svane y Young 1989). La fer-
tilizacién es interna y la incubacion se realiza
en el espacio peribranquial, produciéndose el
desove de las larvas por la mafiana y la fija-
cién y metamorfosis ocurre en 24 horas (Mor-
gan 1977). Al parecer, las larvas nadan en es-
piral durante cuatro o seis horas (Simkins
1924) y su dispersion depende mayormente
de la corriente y no de su propia natacion (Ol-
sen y McPherson 1987: citado por Svane y
Young 1989).

El presente trabajo es parte de las inves-
tigaciones que desde 1994 realiza el Institu-
to de Oceanologia sobre la biologia, ecolo-
gia y manejo de las poblaciones naturales de
E. turbinata en aguas de la plataforma cuba-
na, y tiene como objetivos conocer las carac-
teristicas del desarrollo gonadal, la talla de
alcance de la madurez sexual, l1a época de re-
produccién y la fecundidad de E. turbinata
en Punta del Este (zona suroeste de la plata-
forma de Cuba).

MATERIALES Y METODOS

Mensualmente durante un afio, de junio
1994 a mayo de 1995 (exceptuando el mes de
noviembre debido a una perturbacion cicléni-
ca), se observo el desarrollo gonadal en el me-
dio natural y se colectaron cinco zooides de la
parte superior, central e inferior de 30 colonias
marcadas y distribuidas en seis estaciones (cin-

co colonias en cada estacion) en el manglar de
Punta del Este (21°33° N, 82°32’ W), Isla de
la Juventud, zona suroeste de Cuba.

Los zooides se preservaron en formaldehi-
do al 4 % con agua de mar, neutralizado con
tetraborato de sodio. En total se midieron
4 606 zooides a los cuales se les determind el
grado de desarrollo de las génadas con un mi-
croscopio estereoscopico. El largo de los zooi-
des se midi6é desde la escotadura entre los dos
sifones hasta la union del pedinculo y la base
de la tinica del zooide (Fig. 1A). A 21 zooides
se le contaron y midieron los oocitos, embrio-
nes y larvas. El didmetro de los oocitos y hue-
vos fecundados se midié colocando la escala
del micrometro ocular al azar, sin tener en
cuenta el mayor o menor didmetro de éstos.
Para el tamaiio de las larvas se consider6 solo
el largo de la “cabeza” desde la base donde sa-
le la cola hasta la escotadura que se forma en-
tre las ventosas (Fig. 1B). No se midio la cola
porque por lo general estan muy dobladas.

/B

Fig. 1. Forma en que se midié el largo del: (A) zooide y
(B) larva.

Fig. 1. Way of measuring the length of: (A) zooid and (B)
larva.
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La temperatura del agua se midi6 con un ter-
moémetro de superficie en diferentes puntos de
cada estacion, calculandose el valor promedio
mensual para todas las estaciones.

Para conocer si existian diferenias en el
desarrollo de los zooides de la parte supe-
rior, media e inferior de la colonia realiza-
mos una prueba X? para muestras indepen-
dientes. Se confecciond una tabla de contin-
gencia de tres caracteres correspondientes a
las tres partes de la colonia donde se extraje-
ron las muestras, y cuatro niveles correspon-
dientes a las cantidades de zooides en dife-
rentes estadios de desarrollo gonadal: inma-
duros, maduros, en liberacién larvar y en
reabsorcion, por meses.

Con el objetivo de profundizar sobre la re-
produccién asexual de la especie y la duracion
del ciclo de vida de las colonias, durante los
meses de agosto, septiembre, octubre y no-
viembre de 1997, se realizaron algunos mues-
treos y observaciones sobre la capacidad de re-
generacion de las colonias a partir de la red de
estolones y el desarrollo gonadal de los zooi-
des. A finales de agosto se marcaron cinco co-
lonias de las cuales durante dos meses y me-
dios, cada tres dias, se media el largo y se ano-
taba el estadio de desarrollo gonadal de 20
zooides escogidos al azar. Ademas, semanal-
mente, durante los cuatro meses se realizaron
muestreos al azar en las seis estaciones del area
de estudio para conocer el estadio de desarrollo
gonadal de las colonias.

RESULTADOS

Teniendo en cuenta el largo del zooide y la
presencia de gdnadas, oocitos maduros, em-
briones y larvas durante el crecimiento y reab-
sorcion del zooide, diferenciamos cinco esta-
dios de desarrollo gonadal:

Juveniles: Zooides hasta 13 mm de largo,
el 44 % con 5 - 7 mm. En esta fase no se ob-
servan las goénadas. Se consideran juveniles
tanto los oozooides producto de la implanta-
cion y metamorfosis larval como los blasto-
zooides originados por gemacion.

Inmadures: Zooides de 2 a 26 mm de
largo, el 58 % con 9 — 14 mm. En esta fase a
simple vista se observa una banda de peque-
flos puntos blancos o naranja que forman una
“C”, en la parte inferior derecha del zooide,
que es el teste. Al microscopio se puede apre-
ciar que estos puntos tienen forma de lagrima
y son las d&mpulas que contienen los esperma-
tozooides y rodean a diminutas esferas trans-
parentes, los oocitos, que por lo general no se
pueden diferenciar a simple vista en esta eta-
pa de desarrollo.

Maduros: Zooides de 7 a 26 mm, el 65 %
con 15 — 19 mm. En esta fase se ven las géna-
das con facilidad a simple vista. El teste ha au-
mentado de tamaiio y tiene aspecto de un rami-
llete de color blanco o naranja, uniéndose los
diferentes tubulos que salen de las &mpulas en
un espermoducto que se prolonga a lo largo del
intestino, en la cavidad atrial del zooide. Los
oocitos maduros tienen color naranja y junto a
ellos hay otros transparentes, de menor didme-
tro, inmaduros. En esta fase no ha ocurrido la
fecundacion, por lo cual no se observan em-
briones o larvas en el saco peribranquial, en el
lado izquierdo del zooide.

En liberacion larval: Zooides de 12 a. 27
mm de largo (algunos con 30 - 34 mm), el
67 % con 17 —21 mm. En esta fase se produce
la fecundacion, la embriogénesis y la libera-
cion de las larvas. A simple vista se pueden ver
en la cavidad del saco peribranquial desde la
parte inferior hasta cerca del sifén exhalante
un cordén de embriones que estan en diferen-
tes fases de desarrollo y larvas proximas a ser
liberadas. El teste contintia de gran tamafio y
en el ovario hay oocitos maduros e inmaduros.

En reabsorcién: Zooides de 4 a 24 mm de
largo, el 69 % con 12 — 18 mm. Los zooides
tienen aspecto flacido, como un saco vacio.
Pueden verse restos de embriones y larvas. El
teste y el ovario han desaparecido o tienen ca-
racteristicas semejantes a un zooide inmaduro.
En la etapa final de esta fase se encuentran las
tunicas vacias pegadas a la red de estolones.

El desarrollo gonadal de los zooides en la
parte superior, media e inferior de las colonias
fue semejante durante casi todo el afio. Para un
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nivel de significacion de 0.05, sélo en dos de
los once meses analizados los valores calcula-
dos fueron menores que los esperados.

Ladistribucion por tallas y estadios de de-
sarrollo gonadal de 4 606 zooides (Fig. 2),
muestra como aumenta ¢l largo medio de los
zooides con el desarrollo gonadal, hasta el
momento en que comienza la reabsorcion y se
produce una ligera disminucién de la talla.
Los zooides alcanzaron hasta 27 mm de largo
y el 78 % de ellos estaban inmaduros, mien-
tras que sélo el 18 % estaban maduros y en li-
beracion larval.

Aunque encontramos un zooide maduro
con 6.7 mm de largo, la mayoria de los zooides
comienzan a madurar a partir de los 14 mm de
largo (Fig. 2). E150 % de los zooides maduros
y los que estaban liberando larvas tenian entre
19 y 20 mm.

En nuestras aguas la proporcion de zooi-
des en diferentes estadios de desarrollo go-
nadal durante un ciclo anual (Fig. 3), indica
que esta especie se reproduce asexualmente
durante todo el afio, pero con mayor intensi-
dad durante el verano, y de forma sexual de
septiembre a julio, con un méaximo en abril-
mayo.

Durante casi todo el afio mas del 60 % de
los zooides estaban inmaduros. En los mues-
treos realizados en agosto de 1994 y 1997 no
encontramos ningin zooide maduro, y obser-
vamos que aunque las génadas estaban forma-
das, y los zooides alcanzaban el tamafio de ma-
duracién sexual, éstas no maduraron y las co-
lonias se reabsorbieron sin llegar a reproducir-
se sexualmente.

En 21 zooides maduros y en liberacion lar-
val, con largos entre 17 y 23 mm, el nimero de
oocitos, en diferentes fases de desarrollo, varié
entre 4 y 37 (promedio 21+ 8), los embriones
de 1 a 30 (promedio 11+ 9), y las larvas de ce-
ro a cuatro (promedio 3+ 2). El didmetro fue de
hasta 0.7 mm en los oocitos, de 0.6 a 0.9 mm
en los embriones y entre 0.9y 1.4 mm la “ca-
beza” de la larva.

Aunque en el presente trabajo no fue posi-
ble seguir el ciclo de vida de la especie desde
el momento de la fijacién de la larva, a partir
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Fig. 2. Distribucién por tallas de zooides en diferentes
estadios de desarrollo gonadal.

1: juveniles; 2: inmaduros; 3: maduros; 4: en liberacién
tarval; 5: en reabsorcién.
Fig. 2. Size distribution of zooids in different satages of
gonad development.

1: juvenile; 2: inmature; 3: mature; 4: in larval release; 5:
in rearsorption.

de una experiencia realizada sobre la regenera-
cion individual de cinco colonias (Cuadro 1),
observamos que en éstas, después que se pro-
duce la reabsorcién de todos los zooides, se
origina una nueva generacion asexual y la ma-
duracién sexual ocurre aproximadamente a los
22 dias. Luego, la colonia permanece algo mas
de dos semanas reproduciéndose sexualmente
hasta la siguiente fase de reabsorcion total. Es
importante destacar que en la colonia No.2,
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durante el primer ciclo, en las primeras se-
manas del mes de septiembre, no se produ-
jo la maduracioén de los zooides y la colo-
nia se reabsorbio sin llegar a reproducirse

sexualmente. Estos ciclos que podemos
denominarlos ciclos de generacién-dege-
neracion, se repiten cada 40 dias aproxi-
madamente.

CUADRO 1

Ciclo de generacion-degeneracion en cinco colonias de Ecteinascidia turbinata
Generation-degeneration cycle in five colony of Ecteinascidia turbinata

Duracién Duracién de los dos ciclos
de la experiencia observados (dias)
(dias)
ler ciclo 2do ciclo
76 47 29
76 35 41
73 35 -
66 37 -
76 40 35

* no se produjo la maduracién

34 -h—1 —&—5 ~O—2
100 -

80

60+

J J A s o N D E F M A M
1994 e 1995 ——
Meses

Fig. 3. Variacion mensual del porcentaje de zooides en di-
ferentes estadios de desarrollo gonadal.

3+4: maduros y liberando larvas; 1: juveniles; 5: en reab-
sorcién; 2: inmaduros.

Fig. 3. Monthly variation of zooid percentage in different
stages of gonad development.

3+4: mature and in larval release; 1: juvenile; 5: in rear-
sorption; 2; inmature.

DISCUSION

Ecteinascidia turbinata, al igual que otras
ascidias coloniales (Cloney 1987), se reprodu-
ce de forma sexual por gametos y asexual por
yemas. La reproduccion asexual de las asci-
dias coloniales puede producirse por gema-
cion o por estrobilacion y hay una gran diver-
sidad de modos de gemacién (Satoh 1994). En

Inicio de la
maduracién en cada

Cantidad de dias,
en cada ciclo, que

ciclo (dias) las colonias
ler ciclo 2do ciclo liberaron larvas
23 18 24 11
0* 30 0 11
22 - 13 -
22 - 15 -
22 19 18 16

esta especie observamos que existe una gema-
cion propagativa de tipo estolonial y una ge-
macion de supervivencia. De la base del oo-
zooide (zooide originado de la larva) y sobre el
sustrato, comienza a crecer un estolon del cual
emergen perpendiculares pequeiias yemas que
dan lugar a nuevos zooides (los blastozooides).
Después que los blastozoides maduran y ex-
pulsan todas las larvas, degeneran dejando una
red de estolones con yemas de supervivencia
sobre el sustrato.

En la literatura revisada no encontramos
ninguna referencia donde se describan los es-
tadios de desarrollo gonadal de Ecteinascidia
turbinata. Nosotros por razones de indole
préactica, consideramos cinco estadios basados
en los caracteres macroscopicos que nos per-
mitieran diferenciar el grado de desarrollo de
las colonias en el medio natural.

Sobre la talla de inicio de la maduracién
en esta especie, sélo Simkins (1924) dice que
hay oogonias de 17um de didmetro en zooides
de 3.6 mm y huevos de 700 — 750 um en zooi-
des de 10 mm a los 21 dias de vida sésil. Por
su parte, Morgan (1977) analiz6 el comienzo
de la maduracion sexual con relacion al tama-
fio y edad de la colonia y no al de los zooides,
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y consider6 que las colonias maduran por pri-
mera vez, como promedio, a los 62 dias de
ocurrida la metamorfosis de la larva. Nuestros
datos muestran que Ecteinascidia turbinata
comienza a madurar a partir de los 6 mm de
largo pero el 50 % de los zooides maduros y
los que estan liberando larvas tienen entre 19 y
20 mm de largo.

En Bermuda al igual que en la isla de
Formentera, Ecteinascidia turbinata se re-
produce simultineamente de forma sexual y
asexual durante los meses de verano (Sim-
kins 1924, Berril 1932, Carballo et al. 1997).
En aguas de Puerto Rico ocurren los dos ti-
pos de reproduccion de forma simultanea du-
rante todo el afio, con un incremento de la fi-
jacion de las larvas en la época de lluvia, de
septiembre a diciembre (Morgan 1977). En
nuestras aguas también ocurren los dos tipos
de reproducciéon de forma simultdnea pero
con predominio de la reproduccién asexual
en los meses de julio y agosto y la sexual en
abril y mayo.

Probablemente debido a las altas tempera-
turas del agua en el mes de agosto las colonias
no se reproducen sexualmente. Morgan (1977)
no observo este fenomeno en La Parguera,
Puerto Rico, donde la temperatura promedio
en agosto alcanzé en los dos afios de muestreo
29.2 y 28.7 °C respectivamente. En Punta del
Este, los valores extremos de la temperatura
promedio en aguas superficiales fueron 23.4
°C en el mes de enro de 1995, y 30.6 °C en
agosto de 1994, siendo el valor mas alto obser-
vado 34 °C. Por otra parte, en la Isla de For-
mentera cuando la temperatura es menor de 22
°C la poblacion desaparece, quedando lared de
estolones (Carballo et al. 1997). Al parecer la
reproduccioén sexual en Ecteinascidia turbina-
ta se produce entre valores de temperatura del
agua de 22 °C a 29.5 °C.

En relacién a la fecundidad de esta especie
consideramos que es necesario procesar un
mayor nimero de muestras para definir con
mayor exactitud su potencial reproductivo.
Morgan (1977) plantea que cont6 hasta 48 em-
briones en un zooide, y en condiciones de la-
boratorio observo que se expulsaban hasta 10

larvas en un dia, pero no dice la cantidad de
dias que desova cada zooide.

Los resultados obtenidos en relaciéon con
la duracion de los ciclos de generacion-dege-
neracion de las colonias en la experiencia rea-
lizada, fueron semejantes a los obtenidos por
Morgan (1977) en aguas de Puerto Rico. Se-
gun dicho autor, durante la etapa en que la co-
lonia se reproduce sexualmente, mientras que
los zooides mas viejos se reabsorben después
de expulsar sus larvas, otros zooides conti-
nuan creciendo y pasadas algunas semanas to-
dos los zooides, incluyendo los mas jovenes,
mueren abruptamente. En la experiencia rea-
lizada por Morgan (1997), las colonias vivie-
ron un poco mas de un afio y durante este
tiempo se produjeron de seis a ocho genera-
ciones asexuales subsecuentes. Estas genera-
ciones maduraron aproximadamente a los 18
dias y vivieron alrededor de 45 dias, obser-
vandose una disminucién paulatina del tama-
fio de la colonia en el tiempo.
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RESUMEN

Se presentan algunas caracteristicas de la reproduc-
cion de Ecteinascidia turbinata en Punta del Este region
suroeste de Cuba. Para conocer el desarrollo gonadal de la
especie, se analizaron 4 606 zooides provenientes de 30
colonias, distribuidas en seis estaciones, que se muestrea-
ron mensualmente de junio de 1994 a mayo de 1995. De
agosto a noviembre de 1997 se realizaron algunos mues-
treos para determinar la capacidad de regeneracion de las
colonias. Se establecieron cinco estadios de desarrollo go-
nadal: Juveniles, Inmaduros, Maduros, en Liberacion lar-
val y en Reabsorcion. Los zooides alcanzan hasta 27 mm
de largo. La talla minima de maduracion sexual de los
zooides fue de 6.7 mm, pero mas del 50 % de los maduros
y en fase de liberacion de larvas tienen entre 19 y 20 mm
de largo. Los zooides inmaduros predominan en la mayo-
ria de las clases de largo y constituyen mas del 60 % del
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total durante casi todo el afio. E. turbinata se reproduce de
forma sexual de septiembre a julio, con un maximo en
abril-mayo y asexualmente durante todo el afio, aunque
con mayor intensidad durante el verano y principalmente
en el mes de agosto. En 21 zooides con largos entre 17 y
23 mm, se contaron y midieron los oocitos, embriones y
larvas. Después de producido el desove y la reabsorcion de
todos los zooides de una colonia, los siguientes ciclos de
generacion-degeneracion de la colonia se repiten aproxi-
madamente cada 40 dias.
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