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RESUMO 

 

O pepino do mar Holothuria grisea tonou-se uma espécie de interesse comercial e ecológico, 

contudo há poucos trabalhos sobre suas características reprodutivas e genéticas. Com isso, o 

objetivo do trabalho foi caracterizar reprodutiva e geneticamente a espécie de pepino do mar 

Holothuria grisea, prospectar marcadores sexuais em uma população presente no Nordeste 

Brasileiro. Dois experimentos foram realizados. No experimento 1 foram coletados 100 adultos 

de H. grisea para as análises morfológicas e físico-químicas (coloração, peso, volume, diâmetro 

tubular e índice gonadais, pH, osmolaridade e concentração gamética) além de análises 

histológicas. Posteriormente, foram realizadas as análises sobre comportamento reprodutivo 

gregário em campo, e comportamento de desova em cativeiro. No experimento 2: foram 

realizadas coletas, no Nordeste Brasileiro e amostras do tecido muscular foram armazenados 

em álcool 95%. Posteriormente, o DNA foi extraído e sua integridade foi avaliada por meio de 

eletroforese em gel de agarose 1%. Para obtenção dos microssatélites foi realizado 

sequenciamento de nova geração com baixa cobertura e posteriormente os reads foram 

submetidos ao pacote computacional SSR_pipeline. Foram desenhados 15 primers para 

amplificação de microssatélites selecionados. Os produtos amplificados seguiram para o 

processo de genotipagem através de eletroforese capilar em sequenciador automático. A 

identificação de alelo e genótipos foi realizada pelo programa GeneMapper Version 4.0 

(Perkin-Elmer, Boston, MA, USA).   Os perfis e genótipos produzidos foram analisados 

estatisticamente de acordo com o comportamento dos dados. No experimento 1 observou-se 

gônadas em estágio maduro e pós-desova, nas análises histológicas. A coloração das gônadas 

variou entre machos e fêmeas, apesar destes não possuírem dimorfismo externo, de modo que 

machos apresentaram gônadas de cor creme, as fêmeas de cor rosa. Quanto às características 

físico-químicas, observou-se que houve pouca variação entre os sexos e variações importantes 

entre os dois estágios gonadais observados. O comportamento gregário foi pouco evidente na 

natureza, com razão sexual de 1:1. Durante a desova os animais demonstraram relativa 

diferença entre os sexos. No experimento 2: dos 15 microssatélites, oito mostram-se aptos para 

estudo populacional de H. grisea. As heterozigoses observada e esperada variaram de 0,156 a 

0,906 e de 0,283 a 0,774, respectivamente. Foi observado desequilíbrio de Hardy-Weinberg 

apenas para um locus, assim como a presença de alelos nulos. Nenhuma evidência de 

desequilíbrio de ligação foi encontrada entres os pares de loci. Apenas o locus Hgr15607 

mostrou diferença alélica entre machos e fêmeas. Dessa forma, os dados de caracterização do 

presente estudo ampliam os conhecimentos sobre a biologia reprodutiva dessa espécie, e podem 
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ser usados para subsidiar pesquisas sobre desenvolvimento da reprodução em cativeiro e que 

os marcadores serão úteis para informar estratégias de conservação e exploração pesqueira, 

assim como para orientar e monitorar a produção destes animais em cativeiro. Diferenças 

genéticas sugerem que um marcador, o loco Hgr15607, pode estar ligado à determinação do 

sexo nesses animais. 

 

Palavras-chave: Biologia reprodutiva. Controle ambiental. Determinação sexual. Marcadores 

Moleculares.  
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ABSTRACT 

 

The sea cucumber Holothuria grisea has become a species of commercial and ecological 

interest, however, there are few studies on its reproductive and genetic characteristics. With 

this, the objective of the study was to characterize the reproductive and genetically the sea 

cucumber Holothuria grisea, for prospecting of sexual markers in a population present in 

Northeast of Brazil. Two experiments were carried out. In the experiment 1, 100 adults of H. 

grisea were collected for morphological and physicochemical analyzes (coloration, weight, 

volume, tubular diameter and gonadal index, pH, osmolarity and gametes concentration) and 

histological analyzes. Subsequently, the analyzes were performed on the gregarious 

reproductive behavior in the field and the spawning behavior in captivity. In experiment 2, the 

samples were collected in the Brazilian Northeast and samples of muscle tissue were stored in 

95% alcohol. Subsequently, the DNA was extracted and its integrity was evaluated by means 

of 1% agarose gel electrophoresis. To obtain the microsatellites, a new generation sequencing 

with low coverage was performed and, later, the readings were sent to the SSR_pipeline 

computational package. Fifteen primers were designed for amplification of the selected 

microsatellites. The amplified products followed the process of capillary electrophoresis 

genotyping in an automatic sequencer. Identification of the allele and genotypes was performed 

by the GeneMapper Version 4.0 program (Perkin-Elmer, Boston, MA, USA). The profiles and 

genotypes produced were statistically analyzed according to the behavior of the data. In 

experiment 1, the gonads were observed in the mature and post-spawn stages, in the histological 

analyzes. The color of the gonads varied between males and females, although they did not 

have external dimorphism, so the males presented cream-colored gonads and pink females. 

Regarding the physical-chemical characteristics, it was observed that there was little variation 

between the sexes and important variations between the two gonadal stages were observed. 

Gregarious behavior was not evident in nature, with a sexual ratio of 1: 1. During reproduction, 

the animals had a relative difference between the sexes. In experiment 2: of the 15 

microsatellites, eight were suitable for population study of H. grisea. Observed and expected 

heterozygosity ranged from 0.156 to 0.906 and 0.283 to 0.774, respectively. The Hardy-

Weinberg imbalance was observed only for one locus, as well as the presence of null alleles. 

No evidence of binding disequilibrium was found between the pairs of loci. Only the Hgr15607 

locus showed an allelic difference between males and females. Thus, characterization data from 

the present study extend knowledge about the reproductive biology of this species and can be 

used to support research on the development of captive breeding and the markers will be useful 
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for informing strategies for conservation and exploitation of fisheries, to guide and monitor the 

production of these captive animals. Genetic differences suggest that a marker, the locus 

Hgr15607, may be linked to sex determination in these animals. 

 

Keywords: Environmental control. Genomic library. Molecular markers. Reproductive 

biology. Sexual determination.  
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1 INTRODUÇÃO 
 

Pepinos do mar são invertebrados marinhos pertencentes ao filo Echinodermata que 

não possuem dimorfismo sexual, são dioicos e de fecundação externa. São animais bentônicos 

geralmente estabelecidos em recifes, algas, areias e, em alguns casos, no mangue. Alimentam-

se de detritos e material orgânico do sedimento, participando da reciclagem do ambiente 

marinho, promovendo a bioturbação e auxiliando no equilíbrio do pH da água, processos 

importantes para a sobrevivência de corais e outros seres vivos (CONAND, 2006). 

Esses animais são amplamente consumidos no mercado Asiático, principalmente 

China e Japão, sendo usado na culinária e medicina tradicional chinesa (UTHICKE; CONAND, 

2005). Nos últimos anos, a crescente demanda de pepino do mar não vem sendo acompanhada 

pela oferta, o que gerou um aumento do preço internacional do produto (ALKAMINE, 2001) 

e, consequentemente, o aumento da pesca predatória gerando a diminuição dos estoques 

naturais das espécies mais comercializadas (ROBINSON; LOVATELLI, 2015). 

Na costa brasileira a espécie mais abundante é a Holothruia grisea, encontrada 

desde o sul do estado de Santa Catarina até a região Nordeste (TOMMASI, 1969; MENDES; 

MARENZI; DOMENICO, 2006). Devido à diminuição dos estoques de pepino do mar na Ásia, 

a H. grisea tonou-se uma espécie comercial alternativa, impulsionando a captura desordenada 

no Brasil. Além disso, esta espécie tem despertado um grande interesse comercial no país 

devido ao seu grande potencial biotecnológico como fonte de moléculas bioativas para indústria 

farmacêutica. Várias moléculas extraídas de H. grisea que possuem atividade biológica vêm 

sendo descritas (MOURÃO, 2004; SUN et al., 2008; MOURA et al., 2013; MELO et al., 2014).   

As questões ecológicas e econômicas citadas acima impulsionam pesquisas sobre a 

produção sustentável de pepinos do mar em cativeiro, visando o repovoamento de área afetadas 

(DABBAG; SEDAGHAT, 2012), o suprimento do mercado (FUJIWARA et al., 2010), bem 

como por conhecimentos genéticos das espécies em estudo.  

De fato, o conhecimento sobre a caracterização reprodutiva e genética são 

importantes para o desenvolvimento da reprodução assistida e, por conseguinte, para o sucesso 

da aquicultura, com uma produção sustentável de biomassa desses animais e diminuição da 

pressão pesqueira sobre os estoques naturais. Os estudos da genética e estrutura populacional 

são fundamentais para os programas de conservação de espécies em situação de risco, como 

Holothruia grisea. 
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2 REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1 CLASSE HOLOTHUROIDEA  

 

A classe Holothuroidea, pertence ao filo Echidodermata e compreende cerca de 

1.400 espécies distribuídas em seis ordens distintas: Apodida, Elasipodida, Aspidochirotida, 

Molpadiida, Dendrochirotida e Dactylochirotida (PAWSON, 2007) que se propagaram por 

maior número de habitats marinhos que qualquer outro grupo de equinodermas (RUPPERT; 

FOX; BARNES, 2005). No Brasil há registros de 5 destas ordens compreendendo 32 espécies 

(TOMMASI, 1969; HADEL et al., 1999). Dentre estas, a ordem Aspidochirotida compreende 

três famílias, Synallactidae, Stichopodida e Holothuriidae (TOMMASI, 1969; PAWSON, 

1982) com aproximadamente 340 espécies, das quais 7 apresentam ocorrência no litoral 

Brasileiro. 

Os representantes da classe Holothuroidea caracterizam-se por apresentar 

morfologia distinta dos demais equinodermatas (LAWRENCE, 1987), pois apresentam o corpo 

em formato cilíndrico, achatado ou em formato de U, sendo essas formas resultantes de um eixo 

polar alongado (HENDLER, 1995). Os membros dessa classe, apresentam ainda, redução do 

esqueleto a ossículos microscópios, pés ambulacrários e tentáculos (LAMBERT, 1997). Em 

sua maioria esses animais são dioicos, sem dimorfismo sexual e de fecundação externa 

(CONAND, 2006), no entanto foi relatada reprodução assexuada em algumas espécies 

(UTHICKE; CONAND, 2004). 

Os membros dessa classe são bentônicos e podem ser encontrados vivendo sobre 

ou sob rochas, em fendas e alguns cavam sob lama ou areia, podendo assim, serem encontrados 

na superfície ou em grandes profundidades (PAWSON, 1966). Alimentam-se de detritos e 

material orgânico do sedimento e participam assim do processo de bioturbação que auxilia no 

equilíbrio do pH da água, ou seja, da reciclagem do ambiente marinho. Este processo é 

importante para a sobrevivência dos corais e outros seres vivos (CONAND, 2006), uma vez 

que estes animais podem processar várias toneladas de sedimento por ano em certas áreas 

(UTHICKE, 1999). 

Além dessa importância ecológica, as holotúrias destacam-se no âmbito 

farmacêutico. Esse destaque se dá pelo isolamento de diversas moléculas bioativas que 

apresentam atividades hemolíticas (HATAKEYAMA; NAGAMOTO; YAMASAKI, 1995; 

YOSHIDA et al., 2007), antitumorais (PETZELT, 2005), anti-inflamatórias (HERENCIA et al, 

1998), antibacterianas (KUZNETSOVA et al., 1982) e antifúngicas (PETZELT, 2005). No 

entanto, as holothurias são usadas há muitos anos na medicina tradicional asiática e na culinária 
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(CONAND, 1990), sendo assim amplamente consumidas nos países asiáticos, principalmente 

China e Japão (UTHICKE; CONAND, 2005). Esses fatores vêm ocasionando uma crescente 

demanda de pepino do mar em todo o mundo gerando o aumento do preço internacional do 

produto (ALKAMINE, 2001) e o aumento da pesca predatória, com a diminuição dos estoques 

naturais das espécies mais comercializadas (ROBINSON E LOVATELLI, 2015).  

No Brasil a família que mais se destaca é a família Holothuroidea, sendo composta 

de um grande número de espécies que vivem em águas tropicais. Essas espécies são de tamanho 

médio a grande, com cerca de 20 tentáculos em forma de escudo e pés ambulacrários dispostos 

de forma irregular e mais abundante na região ventral do corpo (DEICHMANN, 1958). 

Segundo Oliveira e Christoffersen (2012), na região Nordeste do Brasil, foram registradas até 

o momento três espécies pertencentes a família Holothuroidea: Holothuria grisea, Holothuria 

arenicola e Holothuria parvula, sendo a primeira a mais abundante na costa brasileira. 

 

2.2 ESPÉCIE: Holothuria grisea 

 

Classe: Holothuroidea  

 Ordem: Aspidochirotida  

Família: Holothuriidae  

Gênero: Holothuria 

     Espécie: Holothuria grisea 

A H. grisea encontra-se distribuída em vários locais ao redor do mundo: Flórida. 

Tortugas, Bahamas, Porto Rico, Jamaica, Colômbia, Curaçao, Panamá, Brasil e costa oeste da 

África (HENDLER et al, 1995). No Brasil esta é a espécie mais abundante, estando distribuída 

da região Nordeste até o sul de Santa Catarina (TOMMASI, 1969; MENDES; MARENZI; 

DOMENICO, 2006).  

No Ceará essa espécie foi registrada nas seguintes praias: Praia do Mucuripe e 

Meireles (LIMA-VERDE, 1969), Praia do Pacheco, Praia do Farol, Praia de Peroba, Praia de 

Caetano e Praia de Bitupitá (DIAS, 2009).  

Animais pertencentes a essa espécie caracterizam-se por apresentar uma cor que 

varia do castanho escuro ao cinza avermelhado com papilas e manchas avermelhadas. 

Indivíduos dessa espécie não se diferenciam muito de outras holotúrias, apresentando um corpo 

cilíndrico, pés ambulacrários, que ajudam na fixação desses animais, e a boca rodeada de 

tentáculos (DIAS, 2012) (Figura 1). Esses animais são conhecidos como gray sea cucumber 

(pepino do mar cinzento) devido a sua coloração cinza escuro com variações de vermelho 
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amarelado, com manchas marrons. As papilas do dorso são esbranquiçadas com pontas 

amarelas, os pés ambulacrários amarelos, e a coroa de tentáculos amarelos do tipo peltado, 

característico da ordem, ao redor da boca (HENDLER et al, 1995). 

 

Figura 1- Holothuria grisea adulto coletado na praia de Bitupitá (Barroquinha/CE). 

 

 

Fonte: LEITE-CASTRO, 2015 

 

Essa espécie é normalmente encontrada em áreas rasas intertidais em profundidade 

de cinco metros, abaixo das rochas e fixados na areia, e ficam completamente expostos durante 

a maré baixa e encontram-se normalmente agrupados (TOMMASI, 1969; ROCHA, 2005; 

MENDES; MARENZI; DOMENICO, 2006; COSTA, 2010). 

Atualmente, com a crescente demanda da biomassa de pepinos do mar e a 

superexploração das espécies asiáticas (ROBINSON; LOVATELLI, 2015), a H. grisea tem se 

tornado uma espécie comercial alternativa o que vem impulsionando sua captura desordenada. 

Além desse aspecto, esta espécie tem mostrado alto potencial biotecnológico para indústria 

farmacêutica. Várias moléculas extraídas de H. grisea que possuem atividade biológica vêm 

sendo descritas, como citotoxicidades potentes contra células tumorais humanas (SUN et al., 

2008); anti-inflamatória (Lectina HGA) (MOURA et al., 2013); hemaglutinante (Lectina HGA-

2) (MELO et al., 2014) e com ação anticoagulante (condroitina sulfatada) (MOURÃO, 2004). 

Dessa forma, para atender as necessidades farmacêuticas, o projeto PEPMAR foi desenvolvido 

e conta com parcerias entre as universidades (Estadual e Federal do Ceará, sendo as principais) 

e a empresa Cristália: Produtos Químicos Farmacêuticos LTDA, visando produção insumos 

biotecnológicos a partir da biomassa de pepipno do mar H. grisea.  

Poucos estudos são relatados sobre a espécie H. grisea, de forma que, sobre a 

genética e determinação do sexo dessa espécie não há relatos na literatura, assim esse projeto 

está inserido no projeto PEPMAR, visando determinar geneticamente o sexo de H. grisea e 

caracterizá-lo morfologicamente e reprodutivamente. 
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2.3 MARCADORES MOLECULARES 

 

Marcadores moleculares são segmentos de DNA que estão fisicamente ligados a 

locus que determinam características de interesse. Eles fornecem informações sobre o material 

genético dos indivíduos em estudo, com o emprego de técnicas bioquímicas que são capazes de 

identificar diferenças diretamente no DNA (AVISE, 2004).  

Liu (1998), afirma que um marcador molecular é tipicamente uma pequena região 

do DNA que irá mostrar polimorfismo (diferenças) entre os organismos, sendo de grande 

potencial no melhoramento genético, uma vez que são praticamente ilimitados em número e de 

fácil detecção, além de se comportarem como “caracteres” de herança simples e previsível, não 

sendo afetados pelo meio (ALZATE-MARIN et al., 2005) e, geralmente, não possuem efeitos 

pleiotrópicos sobre os loci de caracteres quantitativos (QTLs) (TENEVA, 2009). Esses 

marcadores são distribuídos por todo o genoma, possuem herança mendeliana e geralmente 

expressam caráter codominante e muitas vezes são multialélicos (YANG et al., 2013).  

A utilização dos marcadores moleculares nas pesquisas científicas tem objetivos 

muito diversos. Seu uso tem auxiliado pesquisas sistemáticas envolvendo a caracterização 

molecular e identificação de espécies, nos estudos biogeográficos, na produção (por meio do 

melhoramento genético), na identificação de características genéticas específicas de animais e 

plantas, no monitoramento genético e manejo de espécies (mediante análise da variabilidade 

genética), na análise de pedigree e endogamia, na área da profilaxia (por meio do diagnóstico 

de doenças infecciosas, genéticas e na identificação de predisposições a doenças), na 

identificação genética do sexo, na análise de distância genética e reconstrução de relações 

filogenéticas, na identificação de indivíduos híbridos e aplicações para reconstrução de 

genealogias (AVISE, 2004; GASQUES; BELONI; OLIVEIRA, 2013). 

Dessa forma, eles podem revelar parâmetros genéticos fundamentais para a 

conservação e o melhoramento de espécies, auxiliando no manejo reprodutivo, entre outras 

finalidades (ALMEIDA, 2012). Com isso, a utilização de marcadores genéticos possibilita a 

avaliação da variabilidade genética existente dentro e entre espécies distintas (POLIDO et al., 

2012).  

Os marcadores moleculares, foram assim denominados, inicialmente, para se 

referirem ao uso de isoenzimas e, nos últimos anos vem se baseando em sequências de DNA, 

tendo este último um destaque em relação aos demais, e por este motivo um grande número de 

diferentes tipos de marcadores tem sido validado (GASQUES; BELONI; OLIVEIRA, 2013). 

Entre os marcadores que se baseiam na análise do DNA genômico , estão o RAPD (Random 
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Amplified Polymorphic DNA), o RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism), os STS 

(Sequence Tagged Site), os microssatélites ou SSR (Simple Sequence Repeats), SCAR 

(Sequence Characterized Amplified Regions), PCR (Polymerase Chain Reaction) com primers 

específicos, ISSR (Inter Simple Sequence Repeat), QTL (Quantitative Trait Locus), SNP 

(Single Nucleotide Polymorphism) (BOREM; CAIXETA, 2006; BUSO, 2005), ou 

polimorfismo de DNA amplificados ao acaso, o AFLP (“Amplified Fragment Length 

Polymorphism”) (FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1998). 

Dentre esses marcadores citados acima, tem destaque a caracterização de 

microssatélites, que são marcadores moleculares codominantes e altamente polimórficos, 

conhecidos por sua eficiência na determinação de estruturas populacionais genéticas 

(MAGGIONI; ROGERS, 2002; DINIZ et al., 2004; 2005).  

 

2.4 MICROSSATÉLITES 

 

Os microssatélites são marcadores moleculares que consistem de pequenas 

sequências, com 2 a 6 pares de base repetidas em tandem (lado a lado), amplamente distribuídos 

nos genomas de procariotos e eucariotos (BECKMANN; WEBER, 1992; ZANE; 

BARGELLONI; PATARNELLO, 2002). Segundo Marques (2009) este tipo de marcador tem 

sido bastante utilizado em estudos genéticos, incluindo a genética de conservação e o 

melhoramento genético. O fato dos marcadores microssatélites serem bastantes utilizados dá-

se, pois, os mesmos são codominantes, mutialélicos, terem alta reprodutibilidade e resolução, 

além de serem baseados na Polymerase Chain Reaction (PCR) (SCHOLOTTERER, 1998). O 

sucesso do uso de marcadores, pode se dar também pela sua abundância e seu alto grau de 

polimorfismo que pode ser facilmente detectado, além da sua herança mendeliana (MARTINS, 

2007). 

Além disso, marcadores microssatélites têm-se revelado uma eficiente ferramenta 

para avaliar o nível de variação genética das unidades populacionais de incubação e atribuição 

de filiação em muitos animais (NORRIS; BRADLEY; CUNNINGHAM, 2000). 

Segundo Moore et al. (1991) o surgimento e a evolução dos microssatélites estão 

relacionados com mecanismos como a inserção/substituição de bases, slippage, mutação e 

crossing-over desigual, sendo esses marcadores encontrados em regiões codificadoras, não 

codificadoras e íntrons do genoma (LIU, 2006). Os microssatélites podem ser classificados de 

acordo com o número de nucleotídeos nas repetições, podendo ser mononucleotídeos, 

dinucleotídeos, trinucleotídeos, tetranucleotídeos, pentanucleotídeos e hexanucleotídeos 

(MARQUES, 2009). De modo que, os trinucleotídeos e os hexanucleotídeos, são mais 
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predominantes nas regiões codificantes, devido à seleção negativa para mutações na região de 

leitura dos códons (MORGANTE; HANAFEY; POWEL, 2002). Esses marcadores podem ser 

classificados ainda como, perfeitos, imperfeitos, interrompidos ou compostos (OLIVEIRA et 

al., 2006). 

Microssatélites possuem sequências de DNA que os flanqueiam e que geralmente 

são bem conservadas, permitindo o desenho de primers e sua utilização para a amplificação dos 

loci microssatélites (POLIDO et al, 2012). Cada microssatélite constitui um locus altamente 

polimórfico, cujas variações no número de repetições determinam diferentes alelos que podem 

ser separados por eletroforese para acessar o perfil de cada indivíduo (FERREIRA; 

GRATTAPAGLIA, 1998).  

Dessa forma segundo Diniz et al (2004), o polimorfismo de microssatélites pode 

ser detectado pela amplificação do locus via Reação em Cadeia da Polimerase (PCR) e 

eletroforese em gel de poliacrilamida. Os resultados podem ser visualizados usando a coloração 

com nitrato de prata, autoradiografia ou por meio do sequenciamento do locus após PCR com 

primers marcados com fluorocromos, sendo a última opção a mais usada atualmente. 

A técnica envolvendo microssatélites necessita de tempo, além de ter um alto custo 

financeiro. No entanto, segundo Martins (2007), atualmente várias estratégias alternativas de 

isolamento de microssatélites vêm sendo desenvolvidas, a fim de diminuir o tempo de execução 

e os custos.  

Métodos como sequenciamento de nova geração (NGS) vem sendo usados para 

facilitar o desenvolvimento de marcadores, incluindo microssatélites. Além de estar 

revolucionando a ecologia molecular e simplificando o desenvolvimento da genética molecular, 

facilitou ainda o estudo da expressão gênica, a regulação genética e as redes de genes nos 

animais modelos e não-modelos (PARCHMAN et al., 2010; SUN et al., 2010; GARDNER, 

2011)  

Com isso, os microssatélites já foram desenvolvidos a partir de NGS para 54 

espécies não modelos e essa técnica mostrou-se eficaz para desenvolvimento destes, 

evidenciando diferenças entre as espécies estudadas (GARDNER, 2011). Em pepinos do mar, 

pesquisas com Apostichopus japonicus e Holothuria scabra, já foram desenvolvidos para 

estudo de trancriptoma e desenvolvimento de microssatélites a partir de NGS (DU et al., 2012; 

FITCH, 2012).  

Marcadores microssatélites a partir de sequenciamento de primeira geração também 

vêm sendo utilizado para algumas espécies de pepino do mar (Tabela 1). Kanno et al (2006) 

investigaram a relação entre as cores da espécie Apostichopus japonicus utilizando onze 
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marcadores microssatélites, pré-selecionados de vinte microssatélites de um estudo anterior do 

mesmo autor.  

Chen, Li, Yang (2008), utilizaram oito marcadores microssatélites para avaliar a 

divergência genética de duas variedades de Apostichopus japonicus, a fim de comparar o grau 

de diferenciação genética entre elas. Dessa forma, Kanno et al (2006) concluíram que o teste 

de segregação mendeliana confirma a utilidade de marcadores microssatélites como marcadores 

genéticos em pepinos do mar. 

Tabela 1- Dados de caracterização de microssatélites para espécies de pepino do mar 

 

Espécies 

Parastichopus 

clifornicus 

Apostichopus 

japonicus 

Apostichopus 

japonicus 

 

Apostichopus 

japonicus 

 

Holothuria 

scabra 

 

Ho 0,422 0,56 0,601  0,298  0,461  

He 0,768 0,61 0,643  0,640  0,624  

Na 3-14 2-15 9.3  3-10  2-28  

Ne - - -  -  -  

HWE - - -  -  0,160  

FIS - - 0.064  -  -  

Referência 1 2 3  4  5  

Fonte: Elaborada pelo autor 

Ho, heterozigosidade observada; He, heterozigosidade esperada; Na, número de alelos detectados; Ne, número 

efetivo de alelos; HWE, probabilidade associada ao equilíbrio de Hardy-Weinberg; FIS, índice de 

endocruzamento de Wright. 
1NELSON et al., 2002; 2KANNO; LI; KIJMA, 2005; 3KANNO et al., 2006; 4CHEN; LI, 2007; 5FITCH et al., 

2012  

 

2.5 IDENTIFICAÇÃO SEXUAL EM PEPINOS DO MAR 

Os equinodermos, em geral, possuem um nível muito elevado de capacidade 

regenerativa e, consequentemente, vários modos de reprodução assexuada são conhecidos na 

maioria das classes (EMSON; WILKIE 1980; EBERT, 1983; LAWRENCE; HERRERA 2000).  

Em pepinos do mar, há oito espécies da classe aspidochirotida que apresentam 

reprodução assexuada por fissão transversal (UTHICKE, 1997; CONAND; MOREL; 

MUSSARD, 1997). De modo que, estas holotúrias estão entre os poucos invertebrados 

marinhos com reprodução assexuada (JACKSON, 1985). A reprodução assexuada não acontece 
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em todos as espécies de pepino do mar, e em sua maioria estão associadas a reprodução sexuada 

(CHAO; CHEN; ALEXANDER, 1993; UTHICKE, 2001A). 

Quando se trata de reprodução sexuada, eles são dioicos e de fecundação externa 

(CONAND, 2006), de forma que, muitos desses animais não possuem dimorfismo sexual e sua 

identificação sexual se dá por meio de dissecação, observação da coloração das gônadas e por 

análises microscópicas. 

Na espécie, H. grisea, os animais são dioicos, não havendo comprovação de 

reprodução assexuada, e os sexos são classificados quanto a cor das gônadas, de modo que, 

machos apresentam gônadas cor creme e fêmeas cor rosa (Figura 2a e 2b, respectivamente) 

(LEITE-CASTRO et al, 2016). 

 

Figura 2- Macho (A) e fêmea (B) de H. grisea dissecados. Estão expostas as gônadas (*) 

junto à parede do corpo e o tubo digestivo 

 
                             Fonte: LEITE-CASTRO, 2015 

 

Dessa forma, faz-se necessários estudos mais aprofundados que busquem 

determinar o sexo desses animais por meio de estudos genéticos que objetivem, ainda, encontrar 

marcadores ligados ao sexo. Vale ressaltar que, não há relatos na literatura sobre estudos 

genéticos voltados para determinação do sexo nessa espécie.  
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3 JUSTIFICATIVA 

 

Os pepinos do mar têm sido super-explorados para suprir a demanda do mercado 

asiático e a indústria farmacêutica, uma vez que esses animais apresentam potencial 

biotecnológico devido à presença de moléculas bioativas. Essa alta demanda, que não vem 

sendo acompanhado pela oferta, vem gerando a diminuição dos estoques naturais de pepino do 

mar em todo mundo.  

Com isso, a espécie H. grisea, abundante no Brasil, tornou-se alvo da pesca ilegal 

ameaçando a sustentação desse importante integrante da fauna marinha da costa brasileira. As 

holothurias, constituem-se como um importante componente dos ambientes marinhos, uma vez 

que são conspícuos e desempenham papéis ecológicos importantes como bioturbação, dinâmica 

sedimentar e ciclagem de nutrientes. Estes são também equinodermos suscetíveis de 

desempenhar uma função importante nos recifes de corais como resiliência em face ao estresse 

da mudança climática. 

Além dessa importância ecológica, no Brasil há interesse em desenvolver um novo 

medicamento antitrombótico a partir de biomassa de H. grisea (Cristália - Produtos Químicos 

e Farmacêuticos ltda) aumentando a necessidade de conservação desse recurso, uma vez que a 

captura desordenada de H. grisea no Nordeste do Brasil, pode levar a diminuição de estoques 

naturais que são geneticamente adaptados a um determinado meio. Tal fato, pode levar a perda 

da biodiversidade genética dessa espécie. 

Dessa forma, estudos sobre a reprodução e genética desses animais vem sendo 

impulsionados, visando o repovoamento de área afetadas, bem como a produção de pepino do 

mar em cativeiro. Assim, a produção sustentável do pepino do mar torna-se um fator crucial 

tanto para suprir o mercado quanto para restaurar populações selvagens.  

 Assim, estudos sobre a variabilidade genética, incluindo a busca por marcadores 

sexuais, poderão contribuir para conservar a espécie, uma vez que as populações geneticamente 

distintas possuem características biológicas diferentes e poderão ainda facilitar o 

reconhecimento sexual dessa espécie. Além disto, poderão otimizar o manejo reprodutivo em 

cativeiro, no qual torna-se necessária a identificação genética, tendo em vista que essa espécie 

não possui dimorfismo sexual.  

 O sucesso da aquicultura e a produção sustentável de biomassa desses animais, 

também são importantes para a conservação dessa espécie, sendo importante a caracterização e 

manipulação das gônadas e dos gametas, a fim de buscar métodos que objetivem a diminuição 

da pressão sobre os estoques naturais.  
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Dessa forma, esses estudos podem revelar parâmetros genéticos e morfológicos 

fundamentais para o melhoramento e a conservação de espécies, auxiliando no manejo 

reprodutivo, entre outras finalidades. Com isso, a utilização de marcadores genéticos e os 

estudos das características reprodutivas possibilitam a avaliação da variabilidade existente 

dentro e entre espécies distintas. 
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4 HIPÓTESE CIENTÍFICA 

 

 

Não existe dimorfismo sexual externo entre os animais de pepino do mar H. grisea, 

porém diferenças morfológicas podem ser observadas após a dissecação; 

O sequenciamento de nova geração apresenta sucesso para prospecção de 

marcadores microssatélites; 

Existem marcadores microssatélites ligados ao sexo no pepino do mar H. grisea. 
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5 OBJETIVOS 

 

 

5.1 GERAL 

 

Caracterizar reprodutiva e geneticamente a espécie de pepino do mar Holothuria 

grisea, prospectar marcadores sexuais em uma população presente no Nordeste Brasileiro. 

 

5.2 ESPECÍFICOS 

 

Caracterizar as gônadas e gametas, bem como o comportamento reprodutivo de 

machos e fêmeas de H. grisea; 

Isolar e caracterizar sequências de microssatélites no genoma de H. grisea, através 

de sequenciamento de nova geração; 

Prospectar marcadores sexuais dentre os marcadores identificados. 
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6 CAPÍTULO 1  

 

Caracterização gonadal, gamética e do comportamento reprodutivo do pepino do mar 

(Holothuria grisea) (Selenka 1987) 
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Caracterização gonadal, gamética e do comportamento reprodutivo do pepino do mar 

(Holothuria grisea) (Selenka 1987) 

 

Vanessa Alves Pereira (1), Liliane Veras Leite Castro (2), José de Souza Júnior (3) e Carminda 

Sandra Brito Salmito Vanderley (4) 

(1) Universidade Estadual do Ceará, Programa de Pós-Graduação em Ciências Veterinárias, Av. 

Dr. Silas Munguba, nº 1700, Itaperi, CEP: 60.714-903, Fortaleza, CE, Brasil. Email: 

vanessabio35@gmail.com (2) Universidade Estadual do Ceará, Faculdade de educação, ciências 

e letras do sertão central, FECLESC, Quixadá, CE, Brasil Email: lilianeveras.bio@gmail.com 
(3)Universidade Federal do Ceará, Programa de Pós-Graduação em Engenharia de Pesca, 

Avenida Mister Hull, s/n, Pici, CEP: 60455-760, Fortaleza, CE, Brasil. Email: 

jr_pescaufc@yahoo.com.br (4) Universidade Estadual do Ceará, Centro de Ciências da Saúde, 

Av. Dr. Silas Munguba, nº 1700, Itaperi, CEP: 60.714-903 Fortaleza, CE, Brasil. Email: 

sandra.salmito@uece.br 

 

Resumo- O pepino do mar Holothuria grisea tonou-se uma espécie de interesse comercial e 

ecológico, contudo há poucos estudos sobre suas características reprodutivas. O objetivo desse 

trabalho foi caracterizar os aspectos comportamentais, gonadais e gaméticos de machos e 

fêmeas dessa espécie. Foram coletados 100 adultos de H. grisea para as análises morfológicas 

e físico-químicas (coloração, peso, volume, diâmetro tubular e índice gonadais, pH, 

osmolaridade e concentração gamética) além de análises histológicas das gonadas. 

Posteriormente, foram realizadas as análises sobre comportamento reprodutivo agregativo em 

campo, e comportamento de desova em cativeiro.  Nas análises histológicas, observou-se 

gônadas em estágio maduro e pós-desova. A coloração das gônadas variou entre machos e 

fêmeas, apesar destes não possuírem dimorfismo externo, de modo que machos apresentaram 

gônadas de cor creme as fêmeas de cor rosa. Quanto às características físico-químicas, 

observou-se que houve pouca variação entre os sexos, e variações importantes entre os dois 

estágios gonadais observados. O comportamento agregativo foi pouco evidente na natureza, 

com razão sexual de 1:1. O comportamento de desova demonstrou relativa diferença entre os 

sexos. Os dados de caracterização do presente estudo ampliam os conhecimentos sobre a 

biologia reprodutiva dessa espécie, e podem ser usados para subsidiar pesquisas sobre 

desenvolvimento da reprodução em cativeiro.  

 

Termos para indexação: Aquicultura, Biologia reprodutiva, Dimorfismo sexual, Equinodermas, 

Fatores ambientais.  

 

Gonadal characterization, gametes and reproductive behavior of the sea cucumber 

(Holothuria grisea) (Selenka, 1987) 

Abstract- The sea cucumber Holothuria grisea has become a species of commercial and 

ecological interest, however, there are few studies on its reproductive characteristics. The 

objective of this work was to characterize the behaviors, gonadal and gametes of males and 

females of this species. 100 adults of H. grisea were collected for morphological and 

physicochemical analyzes (coloration, weight, volume, tubular diameter and gonadal index, pH, 

osmolarity and gametes concentration) and histological analysis. Subsequently, analyzes were 

performed on aggregate reproductive behavior in the field and spawning behavior in captivity. 

In the histological analyzes, the gonads were observed in mature stages and post-spawning. The 

color of the gonads varied between males and females, although they did not have external 

dimorphism, presenting colored gonads, so that males presented cream color and pink females. 

Regarding the physical-chemical characteristics, it was observed that there was little variation 

between the sexes and important variations between the two gonadal stages observed. 

mailto:vanessabio35@gmail.com
mailto:lilianeveras.bio@gmail.com
mailto:jr_pescaufc@yahoo.com.br
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Aggregative behavior was not evident in nature, with sexual intercourse of 1: 1. Reproductive 

behavior showed a relative difference between the sexes. The characterization data of the 

present study extend knowledge about a reproductive biology of the species and can be used 

for future research on the development of captive breeding. 

Index terms: Aquaculture, Echinoderms, Environmental factors, Reproductive biology, Sexual 

dimorphism. 

 

Introdução 

Os pepinos do mar (classe Holothuroidea) são animais bentônicos geralmente 

estabelecidos em recifes, algas, associadoa à areias e, em alguns casos, no mangue. 

Caracterizam-se por serem dioicos, e de fecundação externa, ou seja, os gametas são liberados 

na coluna d’água, onde ocorre a fecundação (Mercier & Hamel, 2009). 

Esses animais possuem extrema importância no mercado asiático, principalmente, na 

China e no Japão, uma vez que são vastamente consumidos na culinária local e fazem parte da 

medicina tradicional chinesa (Fabinyi, 2012; To & Shea, 2012). No Brasil, o pepino do mar 

não é consumido de forma significativa, porém, nos últimos anos, surgiu um grande interesse 

para a sua produção em cativeiro diante do alto potencial biotecnológico, principalmente para 

a indústria farmacêutica (Moura et al., 2013). A espécie mais estudada no país e a mais 

abundante na costa brasileira, é a Holothuria grisea, sendo encontrada do Nordeste ao sul de 

Santa Catarina (Tommasi, 1969; Mendes et al., 2006).  

Essa espécie tonou-se uma alternativa comercial, impulsionando a pesca ilegal no 

Brasil, uma vez que há uma crescente redução dos estoques de pepino do mar na Ásia. Tal 

declíneo está associado ao crescimento da demanda de pepino do mar q u e  não vem sendo 

acompanhado pela oferta. Isto gerou um aumento do preço internacional, deixando-os 

vulneráveis à sobre-explotação e esgotamento dos estoques naturais (Purcell et al., 2013). 

Dessa forma, estudos sobre a reprodução desses animais vem sendo impulsionados, visando o 

repovoamento de área afetadas bem como a produção de pepino do mar em cativeiro (Dabbag 

& Sedaghat, 2012). Assim, a produção sustentável do pepino do mar torna-se um fator crucial 

tanto para suprir o mercado quanto para restaurar populações selvagens (Fujiwara et al., 2010). 
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No litoral cearense essa espécie possui como características reprodutivas, um padrão 

reprodutivo cíclico, mostrando assim, um padrão sazonal da gametogênese com um período de 

desova de quatro meses de dezembro a março (Leite-Castro et al., 2016). No sul do Brasil, 

essa espécie é caracterizada por possuir desova no mês de junho (Bueno et al., 2015). Estes 

são os únicos estudos q u e  p o d e m  s u b s i d i a r  o  desenvolvimento da sua aquicultura. 

Contudo, tais estudos são mais focados na elucidação do clico reprodutivo dessa 

espécie na natureza, com pouca ênfase na caracterização gonadal e gamética. Tais dados de 

caracterização são importantes para o desenvolvimento de processos que necessitem da 

manipulação das gônadas e dos gametas, tais como a reprodução assistida para o sucesso da 

aquicultura. Este visa uma produção sustentável de biomassa desses animais e diminuição da 

pressão sobre os estoques naturais. Assim, o trabalho objetivou caracterizar as gônadas e 

gametas, bem como o comportamento reprodutivo de machos e fêmeas de H. grisea.  

Material e métodos 

Amostragens 

Foram coletados 100 adultos de H. grisea, com peso do corpo total superior a 90 g na 

praia de Bitupitá, localizada no litoral do município de Barroquinha-Ce (02°47'43.38''S, 

041°14'33.02''W). Os pepinos do mar foram coletados manualmente ao longo de três meses, na 

estação reprodutiva, durante a maré baixa. Posteriormente, eles foram transportados ao 

laboratório localizado à ~ 20 min do local de coleta. As coletas foram autorizadas pelo Instituto 

Chico Mendes de Conservação da Biodiversidade - Ministério de Meio Ambiente / MMA; com 

número 22.742-1). Imediatamente após a chegada ao laboratório, cada indivíduo foi pesado em 

balança de precisão analítica e posteriormente dissecado longitudinalmente desde a boca até o 

ânus e as vísceras removidas. As gônadas foram isoladas de outros órgãos e colocadas sobre 

um papel toalha para remover o excesso de água, e foram utilizadas para a caracterização da 

morfológica gonadal e gamética.  
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Caracterização cromática dos sexos e razão sexual 

As gônadas foram analisadas quanto a sua coloração, uma vez que aqueles animais que 

possuíam gônadas de cor rosa eram considerados fêmeas, e os que tinha gônadas cor creme 

foram considerados machos, segundo classificação de Leite-Castro et al., (2016). A partir 

desses números, foi calculada a razão sexual. Dos 100 animais, foram selecionados 45 machos 

e 45 fêmeas para serem utilizados nas análises posteriores.  

Índice Gonadal (IG)  

A parede do corpo eviscerado e a gônada de cada animal foram pesadas utilizando 

balança digital de precisão.  O índice gonadal foi estabelecido como a razão percentual do peso 

úmido da gônada pelo peso úmido da parede do corpo eviscerado. 

Peso e volume das gônadas  

Essas gônadas foram pesadas em balança de precisão. A gônada de cada animal foi então 

colocada em tubo graduado contendo água, e seu volume foi estabelecido pelo deslocamento 

da água no tubo.  

Diâmetro dos túbulos 

Para determinação dessa medida foi utilizado um paquímetro digital, de modo que três 

medidas de túbulos aleatórios de cada indivíduo foram levadas em consideração (Leite-Castro 

et al., 2016). 

Morfologia dos gametas  

Para a coleta dos gametas, foram utilizados três túbulos gonadais de cada animal, a partir 

dos quais 100 µL de sêmen ou ova foram coletados. Para isso, o túbulo foi cortado com bisturi 

e feito uma leve massagem para esvaziar o túbulo e coletar as amostras de gametas. Estas foram 

armazenados em 1 mL de água do mar formalizada a 4% na proporção de 1:10 (gametas: 

fixador). No caso dos machos, foi feito esfregaço com 15 µL do sêmen fixado e 3 µL de corante 

azul de bromofenol e observados em microscópio ótico (aumento 400x). No caso das fêmeas, 
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10 µL do fixado foi colocado sob lamínula e observados em microscópio ótico (aumento 200x). 

Vinte gametas de cada lâmina foram escolhidos aleatoriamente e o diâmetro das células foi 

medido em microscópio de luz e analisadas com um sistema de imagens (Leica Application 

Suite - LAS - Versão 4.0.0 Copyright© 2003-2011) (Leite-Castro et al., 2016). 

Osmolaridade, pH e concentração 

A partir das amostras removidas das gônadas masculinas, a osmolaridade e o pH do 

sêmen foram determinados por osmômetro digital Peltier cooling (Roebling, Germany) e fitas 

de pH (Merck, Germany), respectivamente. A concentração espermática foi verificada por meio 

de câmara de Neubauer. 

Histologia das gônadas 

A histologia das gônadas foi realizada utilizando três túbulos gonadais de cada 

indivíduo, no qual foram fixados em água do mar formolizada a 4% durante 12 h e, em seguida, 

transferidos para etanol 70% para armazenamento. As amostras fixadas foram processadas 

utilizando método padrão: desidratação (por meio de uma série graduada de etanol a 80, 90 e 

100%), diafanização (três banhos de xilol PA), impregnação em parafina (ERV-Plast) e 

emblocamento. Seis secções (3-5 μm) foram coradas com Tricrômico de Gomori e analisadas 

por microscopia ótica. Os estágios da gametogênese foram classificados segundo Leite-Castro 

et al., (2016). 

Caracterização do comportamento gregário em campo  

Durante as coletas, o comportamento gregário dos animais em campo foi observado. Os 

indivíduos encontrados sob a mesma rocha foram considerados grupos, de modo que o número 

de indivíduos em cada grupo e a razão entre os sexos foram registrados. O comportamento 

gregário foi classificado como: grupos com mais de três indivíduos; grupos com três indivíduos; 

duplas ou indivíduos isolados.  

Comportamento reprodutivo durante a desova 
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Trinta indivíduos adultos foram coletados e transferidos ao laboratório para indução da 

desova em cativeiro por meio de choque térmico (Leite-Castro et al., 2016). Para tanto, foi 

adicionado gelo resfriando a água até 5ºC abaixo da temperatura natural por uma hora. 

Posteriormente, a temperatura foi elevada 5º C por meio de adição de água aquecida, retornando 

a temperatura natural. Para caracterização do comportamento reprodutivo foi observado o 

movimento do corpo, a ereção dos animais, a estrutura do gonoporo, a semelhança no 

comportamento de machos e fêmeas e a sincronia da desova. Essa análise foi repetida uma vez 

por mês durante os três meses.  

Dados ambientais 

Os dados de precipitação ao longo dos três meses foram obtidos por meio do site da 

FUNCEME (http://www.funceme.br/index.php/areas). Os dados de concentração de clorofila-

a foram obtidos a partir de satélite de monitoramento do oceano 

(disc.sci.gsfc.nasa.gov/Giovanni; thredds.jpl.nasa.gov/las/getuI.do) 

Resultados e discussão 

Dos 100 animais coletados, 54 eram fêmeas e 46 eram machos, revelando a proporção 

de 1:1. Essa proporção é observada na maioria das holotúrias da classe Aspidochirotida, no 

entanto pode haver um desequilíbrio, normalmente, em espécies que possuem reprodução 

assexuada (Shiell & Uthicke, 2006). No caso de H. grisea, não foi encontrado nenhum indício 

de reprodução assexuada.  

O peso médio do corpo eviscerado foi 55,6 ±11,5 g, sendo semelhante entre os sexos 

(56,1 ± 11 g para fêmeas e 54,4 ± 12 g para machos).  O peso mínimo da maturidade sexual de 

H. grisea é de 50 g (Leite-Castro et al., 2016), pois 95% de machos e fêmeas com peso superior 

a 50 g, possuíram o IG maior que 30% e uma maior produção de gametas, o equivalente à 

maturidade sexual. Já os indivíduos com menos de 50 g tinham um IG inferior aos indivíduos 

http://www.funceme.br/index.php/areas
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maiores, e uma menor proporção de gametas maduros. Portanto, os animais utilizados no 

presente estudo foram considerados sexualmente maduros. 

As gônadas de ambos os sexos consistiam de uma estrutura simples composta por 

inúmeros túbulos com diferentes graus de ramificação cada um. Os túbulos ramificados 

estavam unidos a um único gonoducto localizado na parte anterior e dorsal do corpo. Este 

gonoducto desemboca no gonoporo, orifício de abertura ao meio externo localizado ~2 cm da 

extremidade anterior. Padrões semelhantes foram encontrados por Santos et al., (2015) em H. 

forskali e por Asha & Muthiah (2008) em H. spinifera. Mercier & Hamel (2009) também 

afirmam que esse é um padrão anatômico comum em Holothroidea. Algumas diferenças na 

organização dos túbulos gonadais entre machos e fêmeas podem ocorrer, no qual machos 

podem apresentar mais bifurcações tubulares do que as fêmeas, uma vez que estes necessitam 

de uma maior produção de gametas (Peters-Didier, 2016). Essas diferenças não estão presentes 

em todas as espécies de pepino do mar, sendo a estrutura gonadal similar em ambos os sexos 

(Hamel et al., 1993). No presente estudo, o padrão de ramificação dos túbulos gonadais foi 

semelhante entre machos e fêmeas, de modo que um túbulo proximal (ligados diretamente ao 

gonoducto do gonoporo) ramifica-se uma vez em dois túbulos distais. Esses túbulos distais, 

podem se ramificar em outros dois túbulos mais distais, mas nem todos os tubos apresentam 

essa segunda ramificação. Não foram observadas diferenças na quantidade e nos tipos de 

ramificações tubulares entre machos e fêmeas. No presente trabalho as gônadas foram coletadas 

apenas durante a estação reprodutiva (estagio maduro ou imediatamente após a desova). 

Portanto, não foi possível verificar se há diferença na ramificação tubular entre diferentes 

estágios de maturação gonadal desta espécie.  

O dimorfismo gonadal foi observado quanto a coloração, pois as fêmeas apresentaram 

gônadas de cor rosa, variando entre rosa escuro avermelhado (62,5% das fêmeas, Figura 1a) a 

rosa claro (37,5% das fêmeas, Figura 1b). Os machos apresentaram as gônadas com coloração 
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creme, variando de creme escuro (82,9% dos machos, Figura 1c) a creme esbranquiçado (17,1% 

dos machos, Figura 1d). Histologicamente, os ovários rosa escuro apresentavam parede tubular 

fina e inúmeros ovócitos maduros no lúmen, indicando o estágio maduro da gametogênese 

(Figura 2a); os ovários com coloração rosa claro continham ovócitos maduros remanescentes e 

espaços vazios no lúmen, indicando o estágio de pós-desova (Figura 2b); os testículos com 

coloração creme escuro apresentaram parede tubular fina e lúmen preenchido por 

espermatozoides livres, indicando o estágio maduro da gametogênese (Figura 2c); e testículos 

com coloração creme esbranquiçado continham espermatozoides remanescentes e espaços 

vazios no lúmen, indicando o estágio de pós-desova (Figura 2d).   

Outras espécies de pepino do mar como Holothuria arguinenses (Domingo-Godines et 

al., 2015) apresentam a mesma coloração de gônada. Porém espécies como Cucumaria japonica 

e H. forskali possuem gônadas respectivamente verdes e laranjas em fêmeas, e amarelas e rosa 

nos machos (Belova & Viktorovskaya, 2007; Santos et al., 2015). A espécie Holothuria 

sanctori também possui variação de cores ao longo do período reprodutivo, apresentando-se, 

nas fêmeas, desde o laranja intenso/vermelho no estágio maduro, ao translúcido no estágio pós-

desova; e nos machos do branco/bege claro ao branco translúcido, nos estágio maduro e pós-

desova, respectivamente (Navarro et al., 2012). Essa variação também pode ser observada em 

Holothuria leucospilota e Holothuria atra por Purwati & Luong-Van, (2003) e Abdel-Razek et 

al., (2005), mostrando assim que o padrão de coloração pode mudar de acordo com o estágio 

de maturação do animal. Portanto, observações de aspectos macroscópicos como variação de 

coloração gonadal pode servir como um método descritivo do estágio de desenvolvimento 

gonadal em diferentes épocas reprodutivas dos pepinos do mar adultos. 

No estágio gonadal maduro, o volume das gônadas de H. grisea variou de 20-55 mL em 

fêmeas e 19-45mL em machos. No estágio pós-desova o volume variou de 5-11 mL em fêmeas, 

e 2,5-10 mL em machos. O peso das gônadas femininas variou de 4,7-81,7 g, com média de 
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24,2 ± 14,2 g. As gônadas masculinas apresentaram seu peso variando de 2,3-35,6 g com média 

de 17,9 ± 9,5 g. Essa grande variação no peso e volume das gônadas pode ser explicada pelo 

estágio gonadal em que as mesmas se encontravam, uma vez que foram avaliadas gônadas no 

estágio maduro (peso superior a 40 g, e volume superior a 25 mL) e gônadas no estágio pós-

desova (peso inferior a 40 g e volume inferior a 6 mL). Em espécies de pepino do mar que 

possuem periodicidade reprodutiva, como H. scabra, o peso e o tamanho (volume) das gônadas 

tendem a mudar ao longo do período, uma vez que esses fatores dependem do estágio de 

desenvolvimento das gônadas (Ramofafia et al., 2003).  

Normalmente, o diâmetro dos túbulos gonadais de pepino do mar também está 

relacionado com o estágio de maturação gonadal. Os maiores diâmetros tubulares são 

encontrados em gônadas maduras, enquanto os menores em estágio pós-desova (Ramofafia et 

al., 2003). Porém, no presente trabalho, houve pouca variação do diâmetro dos túbulos entre os 

estágios gonadais, sendo 1,6 ± 0,4 nas fêmeas e 1,3 ± 0,5 nos machos. Essa pouca variação do 

diâmetro dos túbulos entre os estágios foi ocasionada pelo fato de que todas as coletas foram 

feitas no ápice da estação de desova. Portanto, as gônadas em estágio pós-desova foram 

observadas imediatamente após a desova, fazendo com que os túbulos apresentassem uma 

maior flacidez, mas mantivessem o diâmetro semelhantes aos do estágio maduro. Caso a coleta 

ocorresse após a estação de desova, os túbulos estariam retraídos e com diâmetros menores, 

como relatado por Leite-Castro et al., (2016).  Além disso, observou-se que as gônadas 

classificadas como pós-desova continham gametas remanescentes dentro do túbulo, 

demostrando que esses animais não desovam completamente.  

O diâmetro maior nos túbulos femininos em relação aos masculinos deve-se à 

necessidade de um espaço maior do lúmen do túbulo para o armazenamento dos ovócitos que, 

por meio das análises microscópicas, demonstraram ser gametas maiores do que os masculinos. 

Nestas análises microscópicas, as células gaméticas femininas (ovócitos) apresentaram-se 
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arredondadas ou levemente ovais, com menor diâmetro variando de 73,6 a 110,7 µm (média 

94,4 ± 8,4 µm), e maior diâmetro variando de 90,4 a 116,3 µm (média dos diâmetros 104,6 ± 

7,7 µm). Outras espécies como H. leucospilota, H. sanctori, Bohadschia vitiensis também 

apresentaram valores semelhantes (Domingo-Godines et al., 2015; Navarro et al., 2012; Omar 

et al., 2013). Em espécies como Psolus fabricii, o diâmetro do ovócito foi maior que 800 µm 

no estágio maduro (Hamel et al., 1993). Bueno et al., (2015) afirmam que a variação de tamanho 

e a presença de ovócitos maiores em algumas espécies, podem ser uma estratégia voltada para 

a sobrevivência das larvas e/ou juvenis. Por exemplo, espécies de zonas temperadas, 

apresentam a atividade reprodutiva em restrito intervalo de tempo e, na tentativa de assegurar 

o sucesso da reprodução, há um grande investimento no gameta. Outro fator relacionado com 

o tamanho do ovócito é a fecundidade, pois vários trabalhos mostraram que ovócitos menores 

estão relacionados com uma maior fecundidade em invertebrados (Thorson, 1950; Catalan & 

Yamamoto, 1994). Mercier & Hamel, (2010) também observaram essa relação entre o tamanho 

do ovócito e a eficiência da fecundidade. Sabe-se que a fecundidade é um critério muito 

relevante para o sucesso reprodutivo, portanto, o pequeno tamanho dos ovócitos de H. grisea 

observados no presente trabalho revelou uma característica interessante dessa espécie para 

aumentar o sucesso da fertilização na natureza, bem como para o desenvolvimento da sua 

reprodução em cativeiro. 

  Nas análises microscópicas dos gametas masculinos, observou-se espermatozoides com 

cabeças arredondadas (diâmetro médio de 3,3 ± 0,41), com menor diâmetro com média de 3,0 

± 0,92 µm e maior diâmetro de 3,6 ± 0,4 µm. Na espécie Psolus fabricii a cabeça apresentou 

uma média entre 5 e 6 µm de diâmetro (Hamel et al., 1993), e na espécie Rhabdomolgus ruber 

teve uma média de 11,5 µm (Eckelbarger & Riser, 2013). Apesar de algumas diferenças na 

morfologia dos espermatozoides de uma espécie para outra, a maioria se assemelha. Segundo 

Men-ker, (1970) o diâmetro médio da cabeça de espermatozoides maduros é em torno de 3 µm 
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para a maioria das espécies de holoturias, portanto H. grisea apresenta-se dentro deste padrão. 

Os Holothurides são considerados plesiomórficos em relação as outras classes de 

equinodermos, pois seus espermatozoides não apresentam apomorfias certas (Jamieson, 1985). 

Isso pode se dar pelo fato de haver uma alta conservação das células germinativas dos machos, 

no qual há uma generalização na transmissão das células primitivas (Franzen, 1956). 

A média de pH do sêmen foi de 7 ± 0,5 e a osmolaridade de 1260,5 ± 13,8 mOsmol kg-

1. A concentração espermática foi de 50,6 ± 17,3 x 106 espermatozoide mL-1. Há poucos 

trabalhos sobre caracterização dos gametas de pepinos do mar (Shao et al., 2006; Domingo-

Godines et al., 2015), o que dificulta a comparação dos dados com o de outras espécies. A 

maioria dos trabalhos se detém ao estudo das gônadas e índice gonadal (IG) com ênfase em 

elucidar a biologia reprodutiva. Porém a caracterização das células gaméticas e de seus meios 

associados, é imprescindível para o desenvolvimento de técnicas que exijem manipulação dos 

gametas uma vez que esses podem ser usados na reprodução assistida e em programas de 

conservação (Álvarez-Guerrero et al., 2014). Salienta-se que o presente trabalho é pioneiro na 

caracterização dos gametas de H. grisea e esses dados servem como subsídios para trabalhos 

posteriores.  

O índice gonadal é uma importante fonte de avaliação, pois uma pesquisa do IG é um 

método para descrever o ciclo reprodutivo, elucidando em qual período do ano os indivíduos 

estão ativos sexualmente (Mezali et al., 2014). O índice gonadal seguiu um padrão semelhante 

entre as fêmeas e os machos tanto no estágio maduro (49,68 ± 12,97% e 40,21 ± 8, 58%, 

respectivamente) quanto aos pós desova (18,74 ± 5,86% nas fêmeas e 4,73 ± 7,52% nos 

machos) ao longo dos três meses. Valores semelhantes, na época reprodutiva (41-42%) para a 

mesma espécie, foram encontrados por Leite-Castro et al., (2016). Estes mesmo autores 

observaram que valores inferiores a 10% são encontrados fora da estação reprodutiva. Esses 

dados corroboram com os resultados Shiell & Uthicke, (2006), que afirmam que os maiores 
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valores de IG em pepinos do mar são atingidos, principalmente, na estação reprodutiva. Já 

Thorne et al. (2012), encontram valores inferiores de IG (1,3-12,9%) para a espécie H. atra. 

Fatores ambientais tais como precipitação mensal, maré, concentração de clorofila-a, 

fotoperíodo, estação do ano, fase lunar e temperatura podem interferir em vários parâmetros 

reprodutivos de pepinos do mar (Navarro et al., 2012; Ramofafia et al., 2000; Drumm & 

Loneragan, 2005; Battaglene et al., 2002; Leite-Castro et al., 2016). Em várias espécies, o fator 

temperatura exerce forte influência sobre o desenvolvimento das gônadas (Hopper et al., 1998; 

Conand et al., 2002; Navarro et al., 2012). Esses fatores podem inicialmente induzir o início da 

síntese dos gametas. Posteriormente, intensificam a síntese de gametas quando é evidente o 

aumento da massa gonadal e o diâmetro dos túbulos. E, finalmente, causando a desova/liberação 

de gametas (Hamel & Mercier, 2004). Para H. grisea no Nordeste do Brasil, a precipitação e 

concentração de clorofila-a foram relatadas como as condições mais influenciadoras da 

maturação gonadal, sendo, portanto, relevante para a definição do ciclo reprodutivo (Leite-

Castro et al., 2016). Durante o presente estudo, a precipitação no local de coleta teve mínima 

de 149,8 mm e máxima de 382 mm, apresentando média de 285,93 mm, e a concentração de 

clorofila-a foram 0,61±0,13, estando dentro dos padrões previamente descritos como ideais para 

a época de desova.   

Além dos fatores citados acima, observa-se que, durante a época de desova, há um 

comportamento gregário em muitas espécies de pepino do mar. Tal como foi observado em 

Holothuria scabra e Cucumaria frondosa (Hamel & Mercier, 1996b, 1999; Mercier et al., 

2000a) que visa aumentar as chances de encontro entre os gametas possibilitando uma maior 

eficiência na fecundação externa. Esse comportamento também foi observado no presente 

estudo, porém 29,17% dos animais apresentavam-se isolados. Dos 24 grupos encontrados ao 

longo do estudo, 41,7% eram grupos com mais de três animais, 17,7% com três animais e 12,5% 

eram duplas. Apesar das coletas terem sido realizadas no ápice da época de desova, foi 
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observado ~30% de animais isolados. Essa observação revelou uma diferença entre as espécies 

citadas acima, que se agrupam mais durante o período de desova. Isso se deve a uma 

característica estudada por Leite-Castro et al., (2016), que concluíram que a H. grisea possui 

um comportamento de maior agregação quando está havendo o crescimento gonadal (durante a 

gametogênese), tendo seu menor grau de agregação no pico de maturidade gonadal.  Nessa 

espécie, portanto, a agregação tem mais importância na indução da gametogênese favorecendo 

a sincronia reprodutiva da população, conforme já observado para outras espécies como 

Cucumaria frondosa (Hamel & Mercier, 1996b, 1999). 

Quanto ao comportamento reprodutivo, os animais apresentaram comportamentos 

típicos que antecedem a desova de pepinos do mar: parte anterior do corpo ereta, para expor o 

gonoporo na parte anterior dorsal do corpo, e em movimentos serpentinos (Mercier & Hamel, 

2009). Ao desovarem, os gametas foram liberados por um único gonoporo. A maioria dos 

Aspidocirótidos elevam a extremidade anterior do corpo durante a desova para facilitar a 

dispersão de gametas na coluna d`água e otimizar a fertilização externa (McEuen, 1988). 

Observou-se que os machos de H. grisea desovaram minutos antes das fêmeas. Na maioria das 

espécies de holoturias, os machos desovam antes das fêmeas pois o sêmen diluído na água 

funciona como sinal químico para induzir as fêmeas à desovarem (Mercier & Hamel, 2009).  

Foi observado ainda que ambos os sexos possuíram o mesmo comportamento de desova, mas 

em alguns poucos casos, as fêmeas tiveram o corpo contorcido e uma protuberância no 

gonoporo imediatamente antes da desova, mostrando um dimorfismo sexual comportamental 

temporário.  

Conclusões 

Conclui-se que os animais não possuem dimorfismo sexual externo, no entanto as 

gônadas, na estação reprodutiva, são de fácil identificação à dissecação. Além disso, um 

dimorfismo comportamental pré-desova pode ser observado em fêmeas. Mesmo este sendo um 
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trabalho pioneiro que trata de aspectos fisioquímicos dos gametas e seus meios, conclui-se ainda 

que apesar de suas particularidades, segue o padrão morfológico e comportamental de diversas 

espécies de equinodermos. Os dados de caracterização do presente estudo ampliam os 

conhecimentos sobre a biologia reprodutiva dessa espécie, além disso podem subsidiar 

pesquisas de aplicabilidade desses conhecimentos em reprodução assistida, visando produção 

comercial em cativeiro ou em programas de repovoamento.   
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Figura 1. Gônadas de H. grisea após dissecação destacando dimorfismo quanto a coloração; 

(a) ovário rosa avermelhado; (b) ovário cor de rosa claro; (c) testículo creme escuro; (d) 

testículo creme esbranquiçado. Barras de escala pretas representam 3 cm. 
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Figura 2. Estágios da gametogênese das gônadas de H. grisea em imagens de cortes 

histológicos; (a) ovário maduro; (b) ovário pós-desova; (c) testículo maduro; (d) testículo pós-

desova. Barras de escala pretas representam 100 μm, e barra branca representa 200 μm.  
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7 CAPÍTULO 2 
 

Characterization and development of microsatellite markers for the sea cucumber Holothuria 

grisea (Selenka 1867), using next generation sequencing. 
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ABSTRACT 

The sea cucumber Holothuria grisea has suffered from an intense demand to supply the Asian 

market. Thus, many studies many studies have focused on the reproduction and variability of 

H. grisea populations. Here we aimed to identify, characterize, and develop microsatellite 

markers of next-generation sequencing and to explore an association between these markers 

and determination of sex in H. grisea. To obtain microsatellites, a new generation of sequencing 

was performed with low coverage and readings were submitted to the SSR_pipeline 

computational package. Primers were designed for 15 microsatellites selected from a 

population study of H. grisea. The number of alleles ranged from 3 to 14 and observed and 

expected heterozygotes ranged from 0.156 to 0.906 and from 0.283 to 0.774, respectively. We 

identified just one locus in Hardy-Weinberg disequilibrium, as well as the presence of null 

alleles. No evidence of binding disequilibrium was found between the pairs of loci. Only the 

locus Hgr15607 showed an allele difference between males and females. These data will be 

useful for H. grisea conservation efforts and managing fisheries. Genetic differences suggest 

that the Hgr15607 locus might be linked to sex determination in these animals. 

 

Keywords: Genetic differentiation, population control, population genetics, sexual 

dimorphism. 

 

 

INTRODUCTION 

Sea cucumbers are marine invertebrates that belong to phylum Echinodermata, class 

Holothuroidea. Sea cucumbers do not have sexual dimorphism, they are dioecious and have 

external fertilization. They feed on debris and organic material from the sediment, participating 

in recycling in the marine environment, promoting bioturbation, and assisting in the non-

equilibrium pH of water, important processes for a survival of coral and other benthic species 

(Conand 2006).                           

Sea cucumbers are widely consumed in the Asian market, mainly in China and Japan, being 

used in cooking and traditional medicine (Uthicke and Conand 2005). In recent years, the 

increasing demand for sea cucumber has led to an increase in the international price of the 

product and, consequently, an increase in predatory fishing and a decrease in the natural stocks 

of the most commercialized species (Robinson and Lovatelli 2015).                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                

In Brazil, the most abundant species of sea cucumber is Holothuria grisea Selenka 1867, found 

from southern Santa Catarina state to the Northeast region (Tommasi 1969; Mendes et al. 2006). 

Due to the growing demand for sea cucumber in Asian markets, H. grisea has become an 
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alternative commercial species in Brazil, becoming a source of additional income for fishermen 

in certain coastal villages (Leite-Castro et al. 2016). However, the lack of specific management 

protocols for sea cucumber has allowed the intense and disorderly exploitation of the wild 

populations of H. grisea throughout its range in the Brazilian territory (José de Souza Junior, 

personal observation). Correct management of the fishery is even more important because this 

species also shows biotechnological potential as a source of bioactive molecules for the 

pharmaceutical industry (Mourão 2004; Sun et al. 2008; Moura et al. 2013; Melo et al. 2014). 

The species H. grisea is a typical holothurian, which has a cylindrical body, tube feet that help 

in the fixation, and a mouth surrounded by tentacles (Dias 2012). These characteristics are 

common to both sexes (the animals do not present sexual dimorphism). Also, H. grisea are 

dioecious animals, without evidence of asexual reproduction (Leite-Castro et al. 2016). The 

sexes can be identified by the staining of the gonads. Thus, dissection is necessary for a sexual 

identification. 

Studies on captive breeding of H. grisea have already been developed by Leite-Castro et al. 

(2016) and by Bueno et al. (2015). However, little is known about the genetic variability and 

the population structure of these organisms in the Brazilian coast. In cultivated aquatic species, 

the inadequate management of the breeding stock can cause a decrease in the genetic diversity 

of the stocks, affecting characteristics such as disease resistance and growth rate (Liao et al. 

2011). 

Microsatellite markers are useful in the area of genetic characterization of fish stocks 

(Chistiakov et al. 2006). Microsatellites were also evaluated for aquaculture variability studies 

(Chistiakov et al. 2006). These markers, also known as single sequence repeats (SSRs), consist 

of 2 to 6 base pair repeats, are highly polymorphic and widely distributed in the eukaryotic 

genome (Beckmann and Weber 1992, Zane et al. 2002). Microsatellite loci, in general, are 

coding and multi-allelic, being easily and consistently detected by the Polymerase Chain 
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Reaction (PCR) technique (Scholotterer 1998). Microsatellites have already been developed for 

several species of sea cucumber, such as Aspoticophus japonicus (Zhan et al., 2007) and 

Holothuria leucospilota (Shangguan et al. 2015). Currently, the strategies of identification and 

characterization of microsatellite loci have evolved to the use of next-generation sequencing 

(NGS), which allows the rapid and efficient production of large quantities of sequences 

(Morozova and Marra 2008; Mardis 2008; Yang et al. 2012). 

The objective of this work was to identify, characterize, and develop microsatellite markers 

from new generation sequencing with low coverage, as well as to explore an association 

between these markers and sex determination in the sea cucumber species H. grisea. This is the 

first time that this type of marker has been proposed for H. grisea, a species of growing 

commercial and environmental interest on the South American coast. 

MATERIAL AND METHODS 

COLLECTION OF ANIMALS AND DNA EXTRACTION 

The research was authorized by the System of Authorization and Information on Biodiversity 

(SISBIO) of the Ministry of the Environment - 22742-1. For the development of the 

microsatellites, 32 adult H. grisea with total weight above 90 g were collected in Bitupitá beach 

(Barroquinha, Ceará, Brazil) (02 ° 47'43.38 ''S, 041 ° 14'33.02''W), in November 2015. The 

animals were anesthetized and dissected for inspection of the gonads and identification of the 

sex. Genomic DNA samples were isolated from muscle tissue preserved in 95% alcohol with 

the Wizard® SV Genomic DNA Purification System (Promega). The DNA samples were 

quantified in Nanodrop® microvolumetric spectrophotometer and maintained at -20°C until 

processing. 

PREPARATION OF THE GENOMIC LIBRARY AND NEXT GENERATION SEQUENCE 

Samples from one male and one female were selected for next generation sequencing. DNA 

from two samples was re-extracted with the Wizard® SV Genomic DNA Purification System 
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(Promega) and quantitated using a QUBIT 2.0 fluorometer (Life Technologies). These samples 

were then submitted separately to the preparation of genomic libraries with the Nextera DNA 

Library Prep Kit (Illumina) according to the manufacturer's recommendations. Soon after, the 

samples were submitted to the sequencing of tip pairs in the Illumina MiSeq® System FastQC 

(Version 3, June 29, 2007). The readings obtained were initially evaluated for quality with the 

FastQC program. The data files were analyzed and converted to the FASTA format by the 

PRINSEQ program (Schmieder and Edwards 2011). 

IDENTIFICATION OF MICROSATELLITES 

The pre-processed and converted files were re-filtered in the PRINSEQ program (Schmieder 

and Edwards 2011), following these parameters: 100–600 bp, 40–60% GC content and no poly-

A/poly-T or Poly-N. For the identification of the microsatellites, the SSR_pipeline (Miller et 

al. 2013) was used, using as parameters the identification of tri, tetra, penta, and 

hexanucleotides in repetitions of six, five and four times, respectively. The microsatellites were 

filtered, and only those with a flanking region of at least 40 bp were selected. For better 

visualization of SSR, the WEBSAT program (Martins et al. 2009) was used for the elimination 

of imperfect microsatellites. 

The BatchPrimer3 software (Frank et al., 2008) was used to design the primers, following these 

criteria: amplification products of 100–500 bp, melting temperature ranging from 50–60°C, GC 

content between 40–60% and at least one C/G in the last five bases in the 3' portion of the 

primer (5'-TGT AAA ACG ACG GCC AGT-3') corresponding to 18 bp of the first universal 

M13 (-21), thus allowing genotyping from polyvalent primers (Schuelke 2000; Diniz et al. 

2004). 

TEST OF PRIMERS AND GENOTYPE 

To test the primers, a DNA extraction was performed in which approximately 3 g of tissue was 

processed using the Wizard® SV Genomic DNA Purification System (Promega) according to 
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the manufacturer's instructions. The genomic material was quantified in a Nanodrop 2000 

spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific). 

Of the 50 selected loci, 15 primer pairs for microsatellite amplification were designed and 

tested. Reactions were performed in a total volume of 10 μl containing 20 μg of genomic DNA, 

1× buffer, 2 mM MgCl2, 250 μM of each dNTP, 1 μM of each primer, and 0.25 U of Taq DNA 

polymerase. Amplification was performed at 94°C for 4 min followed by 25 cycles with 

denaturation at 94°C for 30 s, 50–60°C for 90 s, prolongation at 72°C for 60 s and final 

extension 72°C for 45 s. Eight loci were selected and followed for insertion of the fluorescent 

tail (Table 1). The reaction composition was made with the addition of 0.06 μM fluorescent tail 

M13 (-21) (PET, 6-FAM, HEX or NED). For the production of labeled amplicons, the same 

amplification conditions described above were used, with the addition of eight cycles of 94°C 

for 30 s, 53°C for 45 s, and 72°C for 45 s (for addition of the fluorescent tail), as well as an 

increase of the final extension to 60 min at 72°C in order to standardize the addition of the A 

terminal observed in PCR conducted with Taq DNA polymerase. The amplified products were 

followed by a capillary electrophoresis genotyping process in an ABI3500 automated sequencer 

(Applied Biosystems, CA, USA). An identification of products and services was performed by 

the GeneMapper Version 4.0 program (Perkin-Elmer, Boston, MA, USA). 

DATA ANALYSIS 

The software GENEPOP v. 4.2 (Raymond and Rousset 1995) and GenAlex v. 6.5 (Peakall and 

Smouse 2006) were used to calculate allele frequencies. The expected (He) and observed (Ho) 

heterozygosity; number of alleles (Na) and number of effective alleles (Ne); Hardy-Weinberg 

equilibrium; connection imbalance; and Wright’s indexes (Cockerham and Weir 1993) were 

calculated. Differentiation between allelic and genotype frequency distributions of males and 

females was assessed by the Fisher’s exact odds test, included in the GENEPOP v. 4.2 

(Raymond and Rousset 1995). The presence of null alleles was verified through Microcheker 
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v. 2.2.3 (Van Oosterhout et al., 2004). The significance criteria of the multiple tests were 

corrected following the Bonferroni correction (Rice 1989). 

RESULTS 

SEQUENCE OF NEXT GENERATION AND IDENTIFICATION OF SSR 

A total of 764,601 and 920,260 readings are obtained for BT28M (male) and BT30F (female) 

samples, respectively, with a mean size of 301 bp. The GC content was 38% for BT28M and 

39% for BT30F. From the SSR identification pipeline, a BT28M sample produced a total of 

143,588 sequences containing repeats in the chain, while a BT30F product produced 182,326 

sequences. The number of sequences containing repeats, tetra, penta, and hexanucleotides in 

each of the two samples, according to the search parameters, is presented in Table 2. 

MALE AND FEMALE GENETIC CHARACTERIZATION 

A total of 54 different alleles were found for eight loci in the population. The lowest number of 

alleles (n = 3) was found at locus Hgr15269 and most alleles (n = 14) at locus Hgr10123 (Fig. 

1). The presence of null alleles was found only for the locus Hgr15607 (P <0.05). The eight loci 

analyzed showed a similar frequency distribution between males and females (P> 0.05). 

However, in the Hgr15607 locus, a significant difference was observed between the allelic 

frequencies of males and females (P <0.05). In this locus, alleles with a frequency greater than 

0.1 were observed exclusively in females (allele 303) or in males (alleles 291 and 295) (Fig. 1). 

The genotypic frequencies recorded for males and females did not show significant differences 

for the locus HGR15607, as well as for any of the other loci studied. 

The genetic diversity estimators of the total population are shown in Table 3. The observed 

heterozygosity (Ho) ranged from 0.156 at the Hgr15607 locus to 0.906 at the Hgr10123 locus 

and heterozygosity (He) was expected from 0.283 (Hgr6685) to 0.878 (Hgr10123) (mean of 

0.619). After Bonferroni correction, only the Hgr15607 locus showed significantly different 

proportions than those expected for the Hardy-Weinberg equilibrium, for an alpha of 0.05 
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(Table 3). Similarly, in the Hgr15607 locus, there is an indication for the presence of null alleles. 

For the endogamy index (FIS) the mean value found for the population was 0.063. However, 

this value is strongly influenced by the imbalance observed in Hgr1607. No evidence was found 

for linkage disequilibrium among the eight loci studied after the Bonferroni correction on the 

results of 28 multiple test combinations. 

DISCUSSION 

Several species of sea cucumber have been studied by microsatellite loci (Nelson et al. 2002; 

Zhan et al. 2007; Liao et al. 2011; Fitch et al. 2012). In species well distributed on large 

geographic scales, such as Aspotichopus japonicus, it is observed that microsatellite markers 

are highly polymorphic, but genetic differences between wild populations can be reduced (Chen 

et al., 2008). On the other hand, color variations in this same species showed a significant 

correlation with genetic differentiation and geographic and reproductive isolation (Kanno and 

Kijima 2003; Kanno et al. 2006; Kang et al. 2011). The genetic variability observed in the 

present study for H. grisea is comparable to that of cucumbers with similar ecological 

characteristics (Nelson et al. 2002; Liao et al. 2011; Fitch et al. 2012). 

In the present study, only one locus showed an indication of the presence of null alleles, as well 

as a departure from the proportions expected by the Hardy-Weinberg equilibrium. This 

separation can be accounted for by several factors, such as selection, inbreeding, Wahlund 

effect, selective cross-breeding, and by the presence of null alleles (Bohonak 1999; 

Romana-Eguia et al. 2005; Kordicheva et al. 2010). With the removal of these factors, it is 

expected that most of the autosomal loci, in natural populations of dioic and diploid organisms, 

will be in Hardy-Weinberg equilibrium. Specifically for sea cucumbers, it was observed that 

populations in captivity present more imbalance than wild populations, for the same set of 

markers (Chen et al. 2008). It was also observed that the dramatic decline in sea cucumber 

breeding populations causes genetic bottlenecks that also lead to imbalance (Liao et al. 2011). 
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The population of H. grisea studied here does not present evidence of a significant imbalance 

in seven of the eight loci described. 

As observed for most invertebrates, a presence of null alleles in microsatellite loci is common 

in sea cucumbers. For example, for A. japonicus it was observed that seven of 11 microsatellite 

loci had null alleles (Chen et al. 2008). Common causes for the presence of null alleles are a 

mutation in the annealing sequences of the primers (Dakin and Avise 2004) and a differential 

amplification of the alleles, especially those with very different sizes (Wattier et al. 1998). 

Another source of null alleles involves sex-linked inheritance, where, in diploid organisms, 

heterogeneous sex carries only one allele if the marker is located on a sex chromosome (Dakin 

and Avise 2004). In H. grisea the locus Hgr15607 presented evidence of the presence of null 

alleles. However, this result might have been influenced by the significant differences between 

the allelic frequencies of males and females. Neither sex has shown evidence of homozygosity 

for this marker, so it is unlikely that Hgr15607 is located on a sex chromosome. Evidence for 

the existence of sex chromosomes in certain species has already been found for Echinoidea and 

Asteroidea, but not for Holothuroidea (Kondo and Akasaka 2012). However, the possibility 

remains that the Hgr15607 marker is bound to the sex determination in H. grisea.  

The estimated genetic variability for H. grisea have values compatible with those found in 

natural populations of sea cucumbers. The He values for natural populations of sea cucumber 

studied by microsatellite range for 0.574 to 0.768 (Nelson et al. 2002; Kanno et al. 2006; Fitch 

et al. 2012). Similarly, the mean number of effective alleles observed in the present study was 

lower than in some previous studies (Chen et al. 2008; Kanno et al. 2006). For microsatellite 

loci, it is common to observe an effective number of alleles significantly less than the total 

number since in many cases the allelic frequency of certain variants is much smaller than those 

of the most frequent alleles. In addition, in relation to the total number of alleles, it has been 
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observed that the dinucleotide microsatellites, in general, are more variable than the systems 

with greater repetition. 

In conclusion, here we present (for the first time) a set of highly polymorphic markers for the 

population study of H. grisea, a species of growing commercial interest in the Southwest 

Atlantic. These markers will be useful for informing conservation and fishing strategies, as well 

as guiding and monitoring the production of these captive animals. Genetic differences suggest 

that a marker, the locus Hgr15607, might be linked to sex determination in these animals. 
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Table 1. Characteristics of designed primers. 
Locus name Primer sequence 5’→3’ Repea ts Size 

(pb) 

Marking Ta 

Hgr6916 F: *TTTAGTATGGGGTGATAATTGATTTG 

R: TGGACAAAAGTGACGTGAGC 

(ATGGT)5 ♀158-178 

♂163-178 

6-FAM 50ºC 

Hgr6207 F: *AAGTATGTGCATGTGAAAAGGAG 

R: CCTAGGCCTATGAGATTTGTGG 

(CAGA)5 ♀151-167 

♂147-175 

HEX 50ºC 

Hgr21832 F: *AATGGTGAGCGAAACAAGC 

R: GCACCAAAGGCGAGTCTG 

(GCCT)14 ♀118-150 

♂118-130 

PET 55ºC 

Hgr6685 F: *AGTTGGGCAGGTCAACTGG 

R: TCTTTGCATTGGAGCGATG 

(ATCAC)4 ♀168-183 

♂168-83 

PET 50ºC 

Hgr10123 F: *ACCCCAGTGTGCCAGTATTC 

R: TGTTTGTAAATCGTCGGTGTG 

(CCTAGT)4 ♀270-304 

♂270-310 

6-FAM 50ºC 

Hgr18815 F: *TTGTGAAGAATTCAACCCTTGC 

R: CCCTGACAGAGTTCTGATTGTG 

(GCAC)8 ♀161-181 

♂157-181 

NED 50ºC 

Hgr15607 F: *CTACGGCGTGGTTGTTCC 

R: CGGAAATGCAGTTCACTGAG 

(TCG)7 ♀288-303 

♂282-295 

HEX 55ºC 

Hgr15269 F: *GCTGCTGCTTCTGCTCATAG 

R: TCTGATGACCTGATGAGTTTCG 

(TCCTTC)4 ♀282-288 

♂276-288 

NED 60ºC 

    * Indicates the presence of the tail M13, 5'-TGTAAAACGACGGCCAG-3 '. 

 

Table 2. Microsatellite characteristics found. 

Classification of 

microsatellite 

Nº 

minimum 

of 

repetition 

Nº of 

sequences 

in males 

Percentage 

(%)in 

males 

Nº of 

sequences in 

females 

Percentage 

(%) in 

females 

Trinucleotide 6 158 27,4% 201 27,2% 

Tetranucleotide 5 210 36,4% 282 38,2% 

Pentanucleotide 4 126 21,8% 163 22,1% 

Hexanucleotide 4 83 14,4% 92 12,5% 

Total - 577 - 738 - 

 

Table 3. Genetic variability data of H. grisea for the eight microsatellite loci. 

 Hgr6916 Hgr6207 Hgr21832 Hgr6685 Hgr10123 Hgr18815 Hgr15607 Hgr15269 Média 

N 32 32 32 28 32 32 32 24 30,5 

Ho 0,688 0,688 0,813 0,321 0,906 0,625 0,156 0,417 0,577 
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He 0,718 0,570 0,707 0,283 0,878 0,774 0,488 0,531 0,619 

Na 6 6 6 4 14 8 7 3 6,750 

Ne 3,543 2,325 3,408 1,394 8,225 4,423 1,954 2,133 3,426 

HWE 0.417 0.510 0.116 1.000 0.173 0.041 0,000 0.028 0,000 

FIS 0,014 -0,226 -0,160 -0,145 -0,048 0,186 0,666 0,216 0,063 

N, number of individuals genotyped; Ho, observed heterozygosity; He, expected heterozygosity; Na, number of 

alleles detected; Ne, effective number of alleles; HWE, probability associated with Hardy-Weinberg equilibrium 

(bold value indicates significance after Bonferroni correction); FIS, Wright inbreeding index. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



64 
 

 Figure 1. Allelic frequencies for the microsatellite loci in males and females of a population of 

H. grisea. Dark gray bars indicate females; black bars indicate males. 
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8 CONCLUSÕES GERAIS 
 

A H. grisea não possui dimorfismo sexual externo, porém, um dimorfismo 

comportamental pré-desova pode ser observado em fêmeas.  

Os aspectos físico-químicos dos gametas e seus meios, possuem suas 

particularidades, mas segue o padrão morfológico e comportamental de diversas espécies de 

equinodermos autopomórficas.  

Os marcadores serão úteis para subsidiar estratégias de conservação e exploração 

pesqueira, assim como para orientar e monitorar a produção destes animais em cativeiro.  

Diferenças genéticas sugerem que um marcador, o loco Hgr15607, pode estar 

ligado à determinação do sexo nesses animais. 
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9 PERSPECTIVAS 
 

Como perspectivas deste estudo tem-se: 

Ampliar os conhecimentos sobre a biologia reprodutiva dessa espécie, além disso 

poder subsidiar pesquisas de aplicabilidade desses conhecimentos em reprodução assistida, 

visando produção comercial em cativeiro ou em programas de repovoamento.   

O conjunto de marcadores altamente polimórficos para o estudo populacional de H. 

grisea, podem servir de subsídio para estudo populacional em outras espécies de pepino do mar. 

Utilizar esses marcadores para estudos populacionais na espécie H. grisea ao longo 

da costa brasileira.  
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