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Resumen

Arbacia stellata es un equinoideo regular con distribuciéon amplia en el Pacifico
oriental, desde la zona tropical hasta la templada de ambos hemisferios. Su
abundancia se ha incrementado en el extremo norte de su distribucién, a pesar
de que en las localidades mas nortefias, incluyendo la localidad de Punta
Banda, Baja California México, se han registrado estacionalmente (primavera-
verano) condiciones de mayor acidificacion del océano (AO) de lo que se habia
previsto para finales del presente siglo. En el presente estudio se caracterizo el
ciclo reproductivo de esta especie durante un afo, a partir del ciclo de desarrollo
gonadal, proporcién sexual, indice gonadosomatico (IGS), indice de madurez
(IM), fecundidad real y distribucion de tallas de ovocitos. Se evalud la relacion de
los indices reproductivos con variables ambientales (temperatura superficial del
mar, fotoperiodo, clorofila a y produccion primaria neta). Se caracterizaron las
etapas de desarrollo temprano (desde fecundacion hasta metamorfosis) de esta
especie, tomado en cuenta el tamafio y tiempo en el que se alcanz6 cada etapa
y las condiciones de cultivo. Por ultimo, se evalu6 el posible efecto de la AO en
el éxito de fecundacion en un gradiente de densidad de espermatozoides, asi
como en el desarrollo embrionario. Se utilizaron dos condiciones de pH: 8.0-8.1
para valores de pH alto y 7.5-7.6 para valores de pH bajo. Arbacia stellata se
caracteriz6 por tener un ciclo reproductivo semicontinuo para ambos sexos, con
mayor actividad reproductiva desde finales del verano hasta inicio del invierno y
desoves parciales durante todo el afio. La proporcién de hembras y machos no
fue significativamente diferente entre ellos en la mayoria de los meses y no hubo
evidencia de diferencias significativas en los valores del IGS entre sexos ni entre
meses. Sin embargo los valores mas altos se observaron durante la primavera
mostrando una correlacion positiva con la clorofila a. Se observaron diferencias
significativas en los valores del IM entre meses. Se evidencié una correlacion
positiva con la temperatura y negativa con la clorofila a. Los valores de
fecundidad presentaron variaciones amplias durante el afio y una correlacién

significativa con la clorofila a y con la temperatura. La distribucion de diametros



de ovocitos fue unimodal en todos los meses y la frecuencia predominante fue la
de los ovocitos maduros.

El tiempo de desarrollo desde la fecundacion hasta la etapa de gastrula tardia
consistio en 14 horas de cultivo a una temperatura de 24°C, con un tamafio
inicial del 77+3.5um de diametro (embrién de dos células) y un tamafio final de
76.1+5.3 um de largo del cuerpo (gastrula). El estadio de larva plantotrofica
inicia con la larva de cuatro brazos y finaliza con una larva de 10 brazos
(anterolaterales, postorales, posterolaterales, preorales y posterodorsales), con
un tiempo de desarrollo de 23 dias, a una temperatura promedio de 22.5+0.8°C.
El tamafio promedio de las larvas fue de 324156 um de largo y 225+19 um de
ancho antes de iniciar la metamorfosis, el cuerpo del juvenil es discoidal
pentdmero, con tres espinas en forma de remos en los interambulacros y un
podio central en cada ambulacro.

El porcentaje de fecundacién obtenido en dos de los tres experimentos
realizados evidenci6 un efecto de la acidificaciébn del medio a concentraciones
bajas de espermatozoides. En uno experimentos (experimento 2) no se
evidencio efecto en la fecundaciébn a pH bajo en todo el gradiente de
concentracion de espermatozoides. No se registraron diferencias significativas
en el porcentaje en los diferentes estadios embrionarios respecto a las dos
condiciones de pH. Asi mismo, el didmetro de las blastulas y el ancho de las
gastrulas no variaron significativamente entre las dos condiciones de pH en
ninguno de los dos experimentos realizados.

La estacionalidad inconspicua, con incremento en la actividad reproductiva
desde finales del verano hasta inicio del invierno y el desarrollo larval
relativamente corto (menor a un mes), aparentemente contrarrestan el efecto de
la acidificacion del medio durante los eventos de surgencias estacionales en el
exito del desarrollo temprano de A. stellata. Asi mismo, la pre-adaptacion de
algunos individuos a las condiciones locales y la robustez en el crecimiento de
los embriones a pH bajo, pueden ser indicios de la estrategia de A. stellata, la
cual favorece su presencia y abundancia en localidades del norte de su

distribucion, donde las condiciones estacionales de acidificacién son imperantes.



Summary

Arbacia stellata is a regular echinoid with a wide distribution in the eastern
Pacific, from the tropical zone to the temperate zone of both hemispheres. Its
abundance has increased in the northern extreme of its distribution, despite the
fact that in the most northern localities, including the study locality, have been
registered seasonally (spring-summer), conditions of ocean acidification (OA)
that had been predicted by the end of this century. In the present study,
important aspects of the life cycle of the population of A. stellata inhabiting Punta
Banda, Baja California Mexico were analyzed. The reproductive cycle of this
species was characterized during one year, through the cycle of gonadal
development, sexual proportion, Gonadosomatic Index (GSI), Maturity Index
(MI), actual fecundity and size distribution of oocytes. The relationship of the
reproductive indices with environmental variables (Sea Surface Temperature,
Photoperiod, Chlorophyll a, and Net Primary Production) was evaluated. The
stages of early development (from fecundation to metamorphosis) of this species
were characterized, taking into account the size and time in which each stage
was reached and the culture conditions. Finally, the possible effect of OA on the
success of fertilization through a sperm-density gradient, as well as on
embryonic development, was evaluated. Two pH conditions were used: 8.0-8.1
for high pH values and 7.5-7.6 for low pH values. Arbacia stellata was
characterized by having a semi-continuous reproductive cycle for both sexes,
with higher reproductive activity from late summer to early winter and partial
spawning throughout the year. The proportion of females and males was not
significantly different from the equality in most months and there was no
evidence of significant differences in the IGS values between sexes or between
months, however, the highest values were observed during the spring showing a
positive correlation with chlorophyll a. Significant differences were observed in
the values of the MI between months and a positive correlation with temperature
and negative with chlorophyll a, were observed. Fecundity values showed wide
variations during the year and a significant correlation with chlorophyll a and

temperature. The distribution of oocyte diameters was unimodal in all months



and the predominant frequency was that of mature oocytes. The development
time from fertilization to the late gastrula stage consisted of 14 hours of culture at
24 ° C, with an initial size of 77 £ 3.5um in diameter (embryo of 2 cells) and a
final size of 76.1 £ 5.3 ym body length (gastrula). The planktotrophic larval stage
begins with the 4-arm larva and ends with a 10-arm larva (anterolateral, post-
oral, posterolateral, preoral, and posterodorsal), with a development time of 23
days, at an average temperature of 22.2 °C. The average larval size was 270 pm
long and 350 ym wide before starting the metamorphosis. The body of the
juvenile is discoid pentamerous, with three oars-like spines in the interambulacral
zones and a central tube foot in each ambulacral zone.

The percentage of fertilization obtained in two of the three experiments showed
an effect of the acidification at low sperm concentrations, whereas in one
experiment there was no evidence of fertilization effect at low pH in the whole
sperm concentration gradient. There were no significant differences in the
percentage of the different embryonic stages with respect to the two pH
conditions. Likewise, the diameter of the blastulae and the width of the gastrulae
did not vary significantly between the two pH conditions in either of the two
experiments carried out.

The inconspicuous seasonality, with increase in reproductive activity from late
summer to early winter, and relatively short larval development (less than a
month), apparently counteract the effect of acidification during seasonal
upwelling events, in the success of the early development of A. stellata.
Likewise, the apparent pre-adaptation of some individuals to local conditions and
the robustness in the growth of embryos at low pH, may be indications of the
strategy of A. stellata, which favors its presence and abundance in northern

localities of its distribution, where prevail seasonal conditions of acidification.
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INTRODUCCION GENERAL

Los erizos de mar regulares, representados por cerca de 1000 especies
actuales, se encuentran divididos en dos subclases, Cidaroidea y Euechinoidea
gue pertenecen a la clase Echinoidea del Phylum Echinodermata (Kroh y Smith
2010). Los cuales se distribuyen en casi todos los ambientes benténicos marinos
(comunidades de algas, pastos marinos, arrecifes coralinos, ambientes
fangosos, arenosos y rocosos) (Hendler et al. 1995) desde los polos hasta el
Ecuador (Lessios 2005) y desde la zona intermareal (Hickman 1998), hasta
profundidades abisales (Gage y Paul 1991). Los equinoideos son considerados
especies claves, ya que juegan un papel ecologico de gran relevancia dentro de
las comunidades bénticas alrededor del mundo. En arrecifes coralinos y
bosques de macroalgas, por ejemplo son importantes consumidores de algas y
su abundancia, talla maxima y mortalidad, les permiten mantener la actividad de
pastoreo intensivo. Dicha actividad les permite modificar la distribucion,
abundancia relativa y composicion de algas y corales en estos ambientes y en
consecuencia pueden alterar dramaticamente la estructura fisica y biolégica de

la comunidad (Leinaas y Christie 1996).

Asi mismo, los equinoideos son considerados importantes calcificadores, debido
a que utilizan el carbonato de calcio con una eficiencia inusualmente alta con
respecto a otros calcificadores, lo que da como resultado las caracteristicas de
resistencia y volumen de un esqueleto idéneo con una cantidad minima de
material. Su presencia en el fondo marino es esencial para los procesos de
produccién, incorporacion, reciclaje y sedimentacion de carbonatos (Weber et al.
1969, Lebrato et al. 2009).

Adicionalmente, algunas especies de erizos de mar son econdémicamente
importantes, ya que las génadas de los erizos regulares se han consumido
desde hace varios miles de afos, siendo la pesqueria en Francia una de las
mas antiguas del mundo. Hoy en dia paises como Japén, Chile, EE. UU.,
Canada, Peru y México sostienen pesquerias intensivas de equinoideos (Guillou

y Lumingas 1998, Reynolds y Wilen 2000, Palleiro-Nayar et al. 2012, Aminur



et al. 2014). Asi mismo, las gonadas del erizo de mar también son ricas en
compuestos bioactivos valiosos para la industria quimica (Aminur et al. 2014).

Dependiendo de sus historias de vida y/o capacidades de dispersion, las
especies pueden ocupar grandes extensiones geograficas o estar restringidas a
pequefias zonas. Entre las especies de equinoideos regulares con distribucion
tanto en la zona tropical como en la zona templada en ambos hemisferios del
Pacifico oriental, se encuentra Arbacia stellata (Lessios etal. 2012). Esta
especie se distribuye a lo largo de la costa del Pacifico oriental desde las Islas
Lobos de Afuera, Perud (Hooker etal. 2005), hasta Estados Unidos de
Norteamérica (Caso 1977, Metz et al. 1998). Hasta hace unos afios A. stellata
se consideraba una especie no muy abundante en todo su intervalo de
distribucion, encontrandose en pequefios grupos y a menudo como individuos
solitarios (Caso 1977, Metz etal. 1998, Lessios 2005). Sin embargo, la
presencia y sobre todo la abundancia de esta especie, se ha incrementado en
algunas localidades del norte de Baja California y sur de California, como es el
caso de la costa de Punta Banda frente a Ensenada, Baja California (B.C),
Laguna Beach y Bahia de Monterrey en California, en el extremo norte de su
distribucién (Engle y Richards 2001, Burcham y Caruso 2015).

Para cada especie existe un conjunto de condiciones ambientales en las cuales
puede sobrevivir y reproducirse exitosamente. Pardmetros como la temperatura,
pH, salinidad y niveles de oxigeno del agua de mar, son factores abidticos
determinantes en la distribucién de los organismos marinos. Las especies como
A. stellata, con distribuciébn amplia, presentan en sus poblaciones adecuaciones
principalmente fisiolégicas y reproductivas, a las condiciones imperantes en

cada localidad en su intervalo de distribucion.

A nivel global, cambios en la quimica y pH de los océanos estan ocurriendo a
una tasa no experimentada por organismos marinos en los ultimos 20 millones
de afios (Ridgwell y Schmidt 2010). Debido a que el océano (incluyendo a la
biota) constituye uno de los tres grandes reservorios, entre los cuales hay un

intercambio significativo de COg2, la continua y réapida incorporacion de CO:2



atmosférico al océano durante la Epoca del Antropoceno esta incrementando la
concentracion de iones de hidrégeno y en consecuencia disminuyendo los
valores del pH en el agua de mar. Lo anterior resulta en una disminucion en la
concentracion del ion carbonato (CO3%), el cual reduce el estado de saturacion
de los minerales de carbonato de calcio (QCaCO3) en la capa superficial del
océano, en un proceso que se conoce como acidificacion del océano (AO) (Key
etal. 2004, Orr etal. 2005). La AO es un proceso que aunque no e€s
considerado un problema de cambio climatico, puesto que no afecta los
patrones climaticos, puede generar consecuencias tan graves como el
calentamiento global, tanto para los organismos y los ecosistemas marinos,

como para el bienestar humano (Doney et al. 2009, Kroeker et al. 2013).

A partir de la incorporacion del carbono antropogénico entre 1750 y 1994, se ha
calculado un descenso de pH de los océanos de 0.1 sobre el nivel global. Los
descensos mas bajos (0.06) se calculan para los trépicos y aguas subtropicales
y los méas altos en altas latitudes (0.12). Esto es consistente con la baja
capacidad de amortiguamiento de las aguas a altas latitudes debido al efecto de
la temperatura. Asi mismo, se espera que las reducciones futuras del pH en el
océano sean de alrededor de 0.3 a 0.5 unidades en 2100 y de 0.7 a 0.8
unidades o mas en 2300 (Caldeira y Wickett 2003, Caldeira 2005, Orr et al.
2005, IPCC 2007).

Una de las implicaciones de la acidificacion del océano en organismos marinos,
especialmente para los que incorporan carbonato de calcio para producir
conchas, testas o esqueletos, es que estas estructuras calcificadas serdn mas
susceptibles a la disolucibn en aguas mas acidas, como es el caso de la
mayoria de los equinodermos (Andersson etal. 2008, Dupont etal. 2010a,
2010c). Los cambios quimicos del agua de mar por efecto de la AO pueden
afectar cualquier etapa del ciclo de vida de los organismos marinos. Para
organismos que liberan sus gametos en la columna de agua como la mayoria de
los equinodermos, la fertilizacion puede ser particularmente sensible a la AO,

debido a la vulnerabilidad tanto del ovulo como del esperma a cambios quimicos



(Byrne 2011). Adicionalmente, los gametos, cigotos y embriones en las primeras
etapas, carecen de un epitelio especializado en la regulacion iénica, lo que les
confiere limitada capacidad de responder a las condiciones acido-base
ambientales (Melzner 2009). Asi mismo, las etapas larvales, asi como la
metamorfosis pueden ser especialmente susceptibles (Kurihara y Shirayama
2004, Moulin et al. 2011).

La poblacion de A. stellata estudiada se encuentra distribuida en Punta Banda
Baja California. Esta localidad es influenciada por el Sistema de la Corriente de
California (SCC) (Checkley y Barth 2009) y presenta estacionalmente
surgencias costeras que producen un transporte de aguas superficiales mar
adentro y originan el afloramiento de aguas relativamente frias, ricas en
nutrientes, con baja salinidad y ricas en carbono inorganico disuelto (CID)
(Munoz-Anderson et al. 2015). Estas surgencias generalmente comienzan al
inicio de la primavera (abril) y duran hasta fines del verano o el otofio, cuando
inician las tormentas de invierno. Los procesos de surgencia causan que toda la
columna de agua se torne subsaturada de aragonita y presente condiciones
bajas de pH (Feely et al. 2008), una condicién que no se predijo que ocurriera

en aguas superficiales abiertas hasta 2050 (Orr et al. 2005).

A pesar de la amplia distribucion de A. stellata, el ciclo reproductivo no se ha
documentado en ninguna de las localidades en las que se ha reportado su
presencia. Asi mismo, el conocimiento del desarrollo temprano (fecundacién
hasta la metamorfosis) es escaso y fragmentado. Puesto que la poblacién de A.
stellata del presente estudio ya esta experimentando condiciones de
acidificacién, algunos aspectos de su ciclo de vida como los patrones
reproductivos, la fertilizacion y el desarrollo temprano podrian verse
comprometidos por el efecto de la AO, lo cual podria resultar en un cuello de
botella para la especie en su distribucién al norte. Sin embargo, su avance y
presencia en las localidades de la region sur del oeste de Norte América, indican
gue esta especie podria tener estrategias que le permitan desarrollarse e

incrementar su presencia en condiciones de AO.



La presente tesis doctoral comprende el estudio de aspectos importantes de la
historia de vida y el efecto de la acidificacion del océano a nivel experimental en
las primeras etapas de desarrollo del equinoideo Arbacia stellata, evaluados en

la poblacion distribuida en la parte norte de Baja California, México.

La tesis estd organizada en tres capitulos que corresponden a manuscritos

originales de investigacion.

El capitulo I, aborda el andlisis y la caracterizacion del patron reproductivo de
esta especie y su relaciéon con algunos pardmetros ambientales, con el objetivo

de dilucidar la estrategia reproductiva de la especie y las causas de ésta.

El capitulo Il, se enfoca en la caracterizacion y la descripcion de las etapas del
desarrollo temprano desde la fecundacion hasta la metamorfosis en condiciones
de laboratorio, con lo cual se establece la estrategia de desarrollo embrionario y

larval, asi como el éxito en el asentamiento de la especie.

El capitulo 1l, comprende la evaluacion de la respuesta de los gametos y la
tolerancia de los embriones a la disminucion del pH del medio en el contexto de
la acidificacion del océano, exponiéndolos a dos condiciones de pH: un medio
de pH alto (8.0-8.1) usualmente registrado dentro del rango natural de su habitat
y un medio de pH bajo (7.5-7.6), propuesto para el afio 2100 como resultado de

la gradual acidificacion del océano.

Finalmente, se adjuntan las conclusiones generales de esta tesis, las
recomendaciones y un articulo ya publicado en la revista cientifica Journal of the

Marine Biological Association of the United Kingdom.



HIPOTESIS

Hipdtesis 1.- En las regiones marinas templadas y/o frias, durante las
estaciones de primavera y verano las condiciones ambientales, como la
temperatura del agua del mar y la disponibilidad de alimento son propicias para
el desarrollo y supervivencia de las larvas y juveniles. Asi mismo, las especies
gue en ellas habitan presentan un ciclo reproductivo estacional (con los
procesos de desarrollo y maduracién de las células reproductoras restringidos a
unos meses del afio). Por lo tanto, el ciclo reproductivo de A. stellata presentara

una marcada estacionalidad en la localidad de estudio.

Hipotesis 2.- Estudios previos coinciden en que la mayoria de los equinoideos
regulares entre ellos A. stellata presentan una larva equinopluteus, por lo que se
deduce que el desarrollo temprano de esta especie presentara un patron de tipo
indirecto, con formacién de una larva equinopluteus plancténica, nadadora y
planctotréfica, (se desplaza en la columna de agua y se alimenta del material
organico que se encuentra en suspension) que completara la metamorfosis en

un periodo relativamente corto (aproximadamente un mes).

Hipotesis 3.- Debido a que algunos estudios experimentales con equinoideos,
han demostrado que las ventanas de tolerancia al estrés ambiental como la
hipercapnia (una exposicion a niveles extremos de CO2) son especificas de
cada especie y varian a lo largo del ciclo de vida, se propone que el éxito de
fertilizacion y el desarrollo ontogenético de A. stellata estard afectado
negativamente como consecuencia del estrés que produce la acidificacion del

medio.



OBJETIVOS

Objetivo 1.- Caracterizar el patron reproductivo de Arbacia stellata mediante la
identificacion de los estadio gonadales, indices reproductivos y su relaciéon con

la variacion ambiental, en Punta Banda, Baja California, México.
Objetivos especificos

1.-Evaluar la proporcién de sexos por mes a lo largo de un ciclo anual.
2.- Describir el ciclo gametogénico de hembras y machos.

3.- Analizar los promedios mensuales del indice Gonadosomatico (IGS) y del
indice de Madurez (IM).

4.- ldentificar la estructura de tallas de los ovocitos a lo largo del afio.
5.- Caracterizar las variaciones temporales de la fecundidad real.

6.- Evaluar la relaciébn entre las variaciones de los pardmetros ambientales
(Produccion Primaria Neta (PPN), fotoperiodo (Fp) y Temperatura Superficial del

Mar (TSM)) y los patrones reproductivos de la especie.

Objetivo 2.- Describir el desarrollo, crecimiento y morfologia de las etapas
tempranas de Arbacia stellata desde la fecundacién hasta la metamorfosis en

Punta Banda, Baja California, México.
Objetivos especificos

1.- Obtener gametos viables y realizar la fecundacion in vitro en condiciones

controladas de laboratorio.

2.- Caracterizar temporalmente cada una de las etapas del desarrollo

embrionario (segmentacion, blastula y gastrula).

3.- Caracterizar los estadios larvales (pluteus de dos, cuatro, seis y ocho brazos)

y los tiempos en que ocurre cada uno de ellos.

4.- Determinar el tiempo en el que ocurre la metamorfosis y realizar la

descripcion de postlarvas y juveniles.



Objetivo 3.- Analizar y evaluar las variaciones en el éxito de fertilizacion y el
desarrollo ontogenético de Arbacia stellata en respuesta al estrés por
acidificacién del medio.

Objetivos particulares
1.- Caracterizar la cinética de fertilizacién a diferentes densidades de esperma.

2.- Comparar la respuesta del éxito de fertilizacion y el desarrollo temprano a la
acidificacion del medio, contrastando las condiciones de pH promedio del agua
del mar (8.0y 8.1) y un pH bajo (7.5-7.6).



AREA DE ESTUDIO

La localidad de Punta Banda (PB), esta ubicada entre 31°44'39.92" N vy
116°42'13.69" W, en la parte sur de la Bahia de Todos Santos (BTS) en la
region noroeste de la peninsula de Baja California, México (Fig. 1). Los cambios
estacionales de las propiedades fisicas, quimicas y biologicas de la BTS se
derivan de los procesos particulares de la regién oceanica del Océano Pacifico
adyacente, por lo que el agua presente en esta zona esta relacionada con la
dindmica y variabilidad del Sistema de la Corriente de California (SCC) (Trasvifia
et al. 2003).
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Figura 1.- Ubicacion geografica de la localidad de Punta Banda (*) en el area

de la Bahia de Todos Santos (Baja California, México).

El SCC ocurre frente a las costas del oeste de Estados Unidos y noroeste de
México, en el océano pacifico nororiental y es considerado dentro del grupo de
corrientes llamados “sistemas de corrientes de frontera oriental” (Pares-Sierra
et al. 1997, Gay y Chereskin 2009). Las caracteristicas tipicas de un sistema de
circulacion de frontera oriental, son principalmente la presencia de una frontera
meridional y el hecho de ser principalmente controlados por el viento. Las

propiedades del agua del SCC estan determinadas por cuatro masas de agua:
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1) la masa de agua subartica del Pacifico que se forman en latitudes altas en
regiones de exceso de precipitacion y pérdida de calor, exhibe una temperatura
relativamente baja, baja salinidad, valores altos oxigeno disuelto y alto contenido
de fosfato. Esta masa es transportada por la Corriente de California (CC). 2) La
masa de agua central del Pacifico nororiental es calida, salada y relativamente
baja en oxigeno y nutrientes disueltos. El agua subartica del Pacifico y el agua
central del Pacifico nororiental se mezclan en las capas superiores a 200 m,
mientras la CC fluye hacia el sur. 3) La masa de agua ecuatorial del Pacifico
tiene una temperatura relativamente alta, alta salinidad, alto contenido de
nutrientes y valores bajos de oxigeno disuelto y se mueve en la zona mas
profunda (200-500 m) por debajo de la termoclina. Finalmente, 4) La masa de
agua de las surgencias costeras, se forma de la mezcla profunda de las masas
de aguas subarticas del Pacifico y ecuatorial del Pacifico para crear agua fria y
profunda. El afloramiento costero estacional impulsado por el viento trae a la
superficie esta agua relativamente fria, salada, rica en nutrientes, baja en
oxigeno y relativamente &cida (Lynn y Simpson 1987, McClatchie 2014, Bograd
etal. 2019). Las caracteristicas de temperatura, salinidad, oxigeno disuelto,

fosfatos y nitratos de cada una de las masas de agua se resumen en la tabla I.

Tabla I.- Caracteristicas de las masas de agua que componen el sistema de la

corriente de California.

Masas de Temperatura Salinidad O2 NO3 PO4
agua

Subatrtica del 6.88-7.75 32.8-33.6 4.58-6.24 10.33-22.21 1.16-1.75
Pacifico

Central del 12.82-18.77 34.18-34.87 4.94-5.32 0.25-0.75 0.14-0.66
Pacifico

nororiental

Ecuatorial 12.0-20.0 34.2-35.0 0.42-1.06 28.38-36.41 2.04-2.73
del Pacifico

Surgencias 11.0-18.0 33.35-33.65 0.5 10.0-25.0 0.1
costeras

Temperatura (°C), Salinidad (UPS), Oz (ml L), NOs (umol L1), PO4 (umol L?)
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Los vientos del noroeste prevalecen en la region durante la mayor parte del afio
y como consecuencia, los eventos de surgencia costera se producen durante
todo el afio cerca de Baja California. Estos vientos son mas intensos en
primavera, por lo tanto, los eventos de surgencia costera son mas fuertes y mas
frecuentes, que generan el surgimiento de aguas frias, relativamente saladas y
ricas en nutrientes hacia la zona eufotica de la costa (Castro y Martinez 2010).
Cabe mencionar que los eventos de surgencia en el Sistema de la CC, pueden
estar modulados por diversos factores como variaciones interanuales y
decadales, patrones de viento y circulacion superficial del océano, lo cual
cambia la distribucion de las masas de agua. Asi mismo, la variacion de estos
factores puede propiciar efectos en los primeros 250 m de profundidad (Chhak y
Di Lorenzo 2007).

La BTS es un cuerpo de agua relativamente pequefio de aproximadamente 16
km de largo en su eje principal, poco profundo (40 m de profundidad promedio) y
semicerrado. La bahia cuenta con dos bocas por las que establece
comunicacion con el Océano Pacifico, ademas de dos pequefias islas, llamadas
islas de Todos Santos. Las caracteristicas termohalinas del agua en la BTS
corresponden primordialmente a la influencia del SCC por un intercambio de
agua en la regién NO de la bahia. Flores-Vidal et al. (2015) sugieren que las
caracteristicas del SCC se restringen a la zona aledafa a la BTS, por lo que las
propiedades fisicas y biogeoquimicas del agua pueden ser diferentes dentro y
fuera de la bahia. Durante los periodos de vientos intensos paralelos a la costa
se desarrolla un flujo de agua desde fuera de la bahia hacia la parte mas interna
de la misma y este flujo trae aguas desde el océano adyacente a la bahia, las
cuales pueden quedar atrapadas alli si el viento se atenta (Flores-Vidal et al.
2015).

De acuerdo con Mancilla-Peraza y Martinez-Garcia (1991), la temperatura
superficial del agua en la bahia varia de bajos valores en febrero, hasta los
mayores en agosto y septiembre, con una salinidad maxima de 33.7 en el

verano y minima de 33.3 en invierno. Por otro lado, Granados-Guzman et al.
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(1995) reportaron minimos de la temperatura superficial cercanos a 11.0°C en
junio y maximos de hasta 21.4°C en agosto. Espinosa-Carreén et al. 2001,
reportan que la temperatura del agua a 25m de profundidad dentro de la bahia
tuvo un intervalo de junio a septiembre de ~11.0°C a ~17.0°C. Las temperaturas
mas bajas se registraron en marzo y junio, y las mas altas en enero y
septiembre. La salinidad fue de 33.42 en enero, 33.65 en junio y 33.35 en

septiembre y octubre.

En estudios recientes de las condiciones fisicoquimicas en las costas de Baja
California se han observado cambios en la quimica del sistema del CO2 que
podrian estar controlados por variaciones estacionales. Los cambios en la
biogeoquimica de la columna de agua pueden generar cambios regionales
importantes en los ecosistemas marinos debido a sus efectos en organismos
calcificadores. Cervantes Diaz et al. (2013), estudiaron la dinamica del CID y pH
asociados a los ciclos estacionales de surgencias, su variacion estacional e
interanual y los efectos en su distribucion en la columna de agua de la estacion
Ensenada y de la estacion 100.30 del programa CalCOFI (California
Cooperative Oceanic Fisheries Investigations) e IMECOCAL (Investigaciones
Mexicanas de la Corriente de California), ambas cercanas a la localidad de
Punta Banda, del 2006 al 2012. Los resultados reflejan altos valores de salinidad
(34-34.3) y bajas temperaturas (9-15°C) principalmente durante los periodos de
abril (2007, 2008 y 2009), mayo, agosto (2008) y marzo (2011 y 2012). En estas
condiciones se observd el ascenso de agua enriquecida en CID con valores de
~2200 umol/kg y bajos valores de pH (~7.7) en la zona eufética. Asi mismo,
detectaron periodos de baja salinidad (~33.3) principalmente durante los
periodos de noviembre (2006, 2009 y 2010), durante todo el 2011 y en enero
2012, cuando los valores de pH en la columna de agua fueron de ~8 y con

concentraciones de CID de ~2050 pmol/kg.

Oliva-méndez et al. (2018), caracterizaron la distribucion espacial y temporal del
sistema del CO2 en la BTS a partir de datos de cuatro cruceros basados en el

periodo estacional, febrero (invierno), mayo (primavera), agosto (verano-otofio) y
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noviembre (otofio) del 2011, afio que se caracterizd por condiciones de la Nifia.
La red de muestreo abarcO 74 estaciones hidrograficas, 32 correspondieron a
estaciones internas ubicadas dentro de la BTS y el resto se distribuyeron en
cuatro transectos transversales a la linea de costa fuera de la bahia y un
transecto en la entrada sur. Los resultados mostraron una variacion estacional
asociada con la presencia de aguas menos salinas (~33.3) y mas frias (15 °C)
desde la superficie hasta 200 m de profundidad y alto contenido de DIC (~2,180
umol-kg™) y bajos valores de Q aragonita (Qa) en invierno, desde la superficie
hasta ~100m de profundidad en primavera y desde ~100 m hasta 200 m de
profundidad en verano. El horizonte de saturacién de la aragonita (ZQa) fue de
~30 m en la zona méas cercana a la costa, en contraste con la region mas
oceanica, donde el ZQa fue de ~150 m. Sin embargo, el ZQa mas somero cerca
de la costa no se encontré durante la temporada de surgencias costeras mas

intensas (primavera-verano), sino en invierno.
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CAPITULO |

Patrones reproductivos de Arbacia stellata (Blainville, 1825; ?Gmelin,

1788) en Punta Banda, Ensenada, Baja California.
Introduccion

Los géneros de erizos de mar de aguas someras son generalmente
considerados como enteramente tropicales o enteramente templados y solo se
presenta solapamiento limitado en los subtropicos (Lessios etal. 2012). Sin
embargo, el género Arbacia esta representado por especies que habitan aguas
someras desde la zona templada septentrional hasta los tropicos, tales como A.
lixula (Linneo, 1758), A. punctulata (Lamarck, 1816) y A. stellata (Blainville,
1825). Dentro del género también existen especies que se restringen a las
zonas templadas y subantarticas en el hemisferio sur, como Arbacia spatuligera
(Valenciennes, 1846), Arbacia crassispina (Mortensen, 1910) y Arbacia dufresnii
(Blainville, 1825) (Lessios et al. 2012).

Entre los aspectos de la historia de vida de las especies, la reproduccién es uno
de los mas importantes, debido que constituye una fase critica para la
supervivencia de las poblaciones dentro de un ecosistema y es altamente
sensible a cualquier perturbacién ambiental (Bogner, 2016). La mayoria de los
miembros del Phylum Echinodermata pueden reproducirse sexual y/o
asexualmente, sin embargo, los erizos de mar se reproducen exclusivamente de
manera sexual y aunque por regla general la mayoria de las especies son
dioicas, se han reportado algunos casos de hermafroditismo (Harvey 1939,
Gonor 1973, Mogami et al. 1985). Aunque la diferencia entre los sexos de la
mayoria de los equinoideos es extremadamente indistinguible, las hembras de
algunas especies presentan una marcada diferencia en el tamafo de las papilas
genitales y de los gonoporos o presentan depresiones en la testa que fungen
como camaras de incubacion de los embriones (Abessa et al. 2001, Jeffery y
Emlet 2003, Arab y Vaziri 2010). Si bien, la reproduccion sexual es la Unica

forma de reproducirse en los adultos, las larvas de varias especies de
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equinoideos pueden reproducirse asexualmente a través de la escision o

clonacion (Eaves y Palmer 2003, Vaughn y Strathmann 2008).

La reproduccion sexual involucra la evolucion de las gbénadas a través de un
ciclo gametogénico y la mayoria de los erizos tienen ciclos reproductivos
anuales, con estadios celulares predecibles de desarrollo gonadal y desove
(Pearse y Cameron 1991). Generalmente las gonadas de ambos sexos
experimentan una serie de cambios estructurales en la abundancia,
principalmente de las dos poblaciones celulares del epitelio germinal: las células
germinales (oogonias 0 espermatogonias) y las células sométicas o fagocitos
nutritivos. La importancia de este Ultimo tipo de células se debe a que
proporcionan un microentorno estructural y nutricional para las células
germinales durante la gametogénesis (Walker y Lesser 1998, Walker et al. 2013,
Agnello 2017).

Los ciclos reproductivos en equinoideos estan influenciados por una serie de
factores exdgenos y endogenos, incluyendo fotoperiodo (Pearse et al. 1986a,
Walker y Lesser 1998), ciclos lunares (lliffe y Pearse 1982, Lessios 1991,
Coppard y Campbell 2005), temperatura (Pearse y Cameron 1991, Shpigel et al.
2004) y densidad poblacional (Wahle y Peckham 1999). Sin embargo, el
momento del desove en invertebrados incluyendo a los erizos de mar es
independiente de la fisiologia reproductiva ritmica anterior y se requiere alguin
tipo de estimulo adicional para inducir la liberacion de gametos. A veces no es
posible separar los estimulos para la produccion de gametos de la sefial de
desove real, ya que la culminacién de la produccion en si misma puede

estimular el desove (Mercier y Hamel 2009).

Las especies que presentan amplia distribucibn como A. stellata, ajustan los
patrones de su historia de vida de acuerdo con las condiciones locales y en
consecuencia, la permanencia y éxito de las poblaciones, estan directamente
relacionados con las tasas de asentamiento y reclutamiento, que a su vez se
relacionan con la estrategia reproductiva de la especie (Stearns 2000). Giese y

Pearse (1974), establecen que los organismos deben sincronizar su
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reproduccion con las condiciones ambientales que seran mas favorables para la
sobrevivencia de la descendencia y a menudo las actividades reproductivas,
tales como la gametogénesis comienzan mucho antes de que se presenten esas

condiciones.

La reproduccion ya se ha estudiado para algunas poblaciones de las especies
del género Arbacia. Por ejemplo, A. lixula presenta un ciclo estacional con
desoves de mayo a julio y otro de octubre a noviembre en el noroeste de
Espafa. El indice gonadosomatico de esta especie sigue la misma tendencia
que el fotoperiodo y la variacion interanual en los valores maximos tiene una
fuerte relacion con la temperatura media del mar. También se observo una
asincronia entre los individuos con varios estadios de desarrollo en la misma
gonada (Wangensteen et al. 2013). A. punctulata se reproduce a lo largo del
verano (junio a agosto) en Florida y este patron puede variar con las
oscilaciones interanuales de la temperatura (Harvey 1949). Aunque se ha
reportado que las especies del genero Arbacia son principalmente gonocéricas
(Shapiro 1935, Harvey 1939)) reportaron incidencia de hermafroditismo en esta

especie.

Arbacia dufresni, presenta dos periodos de desove, el primero ocurre en
primavera y el segundo y mas intenso ocurre en verano en Nuevo Golfo,
Argentina (Brogger et al. 2010). Asi mismo se ha reportado que A. spatuligera,
se reproduce durante la primavera en la Bahia Concepcion en Chile (Bay-
Schmith 1981). Si bien para la mayoria de las especies del genero Arbacia ya se
han documentado algunos aspectos reproductivos, no existen datos disponibles
del ciclo reproductivo de A. crassispina, asi como de A. stellata (Gianguzza y
Bonaviri 2013). En el presente trabajo se examina a detalle el ciclo reproductivo
de A. stellata en un periodo de un afio en el extremo norte de su distribucién. Se
describen por primera vez aspectos detallados de su gametogénesis de acuerdo
con indices gonadicos, asi como con analisis histolégico para observar la

progresion de los eventos celulares asociados con el crecimiento de la gonada,
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gametogénesis, maduracion y desove, en la poblacion que habita Punta Banda,

Baja California, al norte del Pacifico Mexicano.
Material y Método
Trabajo de campo

De noviembre del 2013 a octubre del 2014 se recolectaron mensualmente
aproximadamente 20 erizos por medio de buceo con equipo SCUBA en sustrato
rocoso, a aproximadamente 5 m de profundidad. Posteriormente, los
organismos fueron transportados al laboratorio de Ecologia y Biologia del
Desarrollo del Instituto de Investigaciones Oceanoldgicas en la Universidad
Autonoma de Baja California, donde se colocaron en agua de mar a 4°C por 24

horas, para su posterior diseccion, medicion y extraccion de las gonadas.
Variables Ambientales

El fotoperiodo (Fp) se tomd de valores tedricos para la localidad Ensenada a
partir de los informes del grupo de meteorologia del Departamento de
oceanografia Fisica del CICESE. Del portal Ocean Color se obtuvieron
compuestos mensuales de imagenes de satélite de la Temperatura Superficial
del Mar (TSM) (°C), Clorofila a (Cha a) (mg-m) y Radiacion Fotosintética Activa
(RFA) (Einstein m2 d*) de noviembre 2013 a octubre 2014, proveniente del
sensor Aqua Modis a una resolucién de 4 km por pixel, las cuales son productos
de procesamiento completo nivel L3 (en grados decimales Long-Lst).

A las imagenes anteriormente mencionadas se les ubicd una estacion “testigo”
frente a la localidad de Punta Banda entre -116.694 y 31.745 (grados decimales)
y con la técnica desarrollada por Cervantes-Herndndez y Manzano-Sarabia
(2017), se extrajo en 1.9 pixeles los promedios mensuales de dichas variables.
Con esta informacién y el modelo de Behrenfeld y Falkowski (1997) se estimd la
Producciéon Primaria Neta (PPN, mgCm? d) con el programa Wim/Wam, ver.
9.10 (Wim/Wam Inc. 2016).
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Trabajo de laboratorio

En el laboratorio se midio el diametro y la altura de la testa y se obtuvo el peso
hamedo de cada erizo usando una balanza digital a una precisiéon de 0.001 g.
Se realiz6 la diseccion de los organismos y se hizo una descripcion
macroscopica de las génadas, tomando en cuenta caracteristicas tales como
color, textura, posicion, forma y tamafio. Se extrajeron las gonadas y se estimé
el peso humedo con la misma balanza digital. Se calculé el volumen de la
gonada mediante la técnica de desplazamiento de fluido y la variacion del
balance hidrostatico modificado de Mohr-Westphal (Scherle 1970).

Proceso Histoldgico

Las gbnadas obtenidas se fijaron en una soluciéon de Bouin durante 72 horas y
se preservaron en alcohol al 70% (Humason 1962, Mufieton-Gémez et al. 2000).
Posteriormente el tejido se colocé en alcohol etilico a diferentes concentraciones
para su posterior inclusion en parafina, utilizando la técnica de inclusion de

rutina para Histokinette de Mufieton-Gémez et al. (2000).

Inmediatamente después del ultimo cambio en parafina fundida, el tejido se
incluyé en recipientes de inclusion para formar bloques, los cuales se cortaron
con la ayuda de un micr6tomo semiautomético a un grosor de 7-8 pm,
obteniendo secciones a cada 150 um para obtener al menos tres laminillas de

cada gonada.

Los cortes obtenidos se colocaron en un bafio de flotacién a una temperatura de
40 a 50 °C para que se extendieran y posteriormente se recuperaron con
portaobjetos que se dejaron secar a temperatura ambiente. Las laminillas
obtenidas se colocaron en una estufa a 60°C durante 12 h con la finalidad que

los cortes se adhirieran mejor al cristal.

La tincidn de las laminillas se llevd a cabo mediante la técnica de tincién de
Hematoxilina-Eosina y finalmente se realizé el montaje permanente usando

resina sintética (Mufieton-Gomez et al. 2000).
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Descripcion histologica de la gbnada

Las fases o estadios de desarrollo gonadico se identificaron con base en las
caracteristicas celulares distintivas del nucleo, citoplasma, pared del epitelio
folicular y germinal, de acuerdo con los criterios propuesto por (Pérez et al.
2010). El ciclo reproductivo se definié con base en la proporcion de individuos
gue se encuentran mensualmente en cada una de las fases de desarrollo
gonadico. Segun Pérez et al. (2010) se consideraron seis estadios de desarrollo
gonadal para ambos sexos: 1) Inmaduro, 2) Crecimiento, 3) Pre-madurez |, 4)
Pre-madurez Il, 5) Madurez y 6) Desovado.

Posteriormente se calculd la frecuencia relativa de individuos en cada etapa
reproductiva, para cada mes de muestreo. Finalmente se analiz6 el ciclo
reproductivo de hembras, machos y total de la poblacion a través de gréaficas de

frecuencia relativa.

Analisis de Imagenes

Una vez identificados los tipos celulares en la génada, en cada hembra se
midieron al menos 100 ovocitos seccionados a través del nucleo (diametro
Feret) usando el software de andlisis de imagenes Image J. Con los datos
obtenidos se elaboraron diagramas de frecuencias de talla de ovocitos y se
compararon con los resultados obtenidos por el IG. Las estimaciones de los
diametros de los ovocitos se utilizaron en el célculo de su volumen, con base en

lo descrito por (Ramirez Llodra 2002).
Calculo de indices

indice Gonadosomatico

Una vez obtenido el peso de la génada y el peso del organismo se calculo el

indice gonadosomatico, utilizando la siguiente ecuacién (Lawrence et al. 1965):

P
IGS = (QJ x 100
P
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Donde:
IGS= indice gonodosomatico
Pg= Peso de la gbnada

Pt= Peso total del organismo.

indice de Madurez

Con los datos de estadios por individuos por mes se calculd en indice de

Madurez con la siguiente formula (Spirlet et al. 1998).

IM = Y.(nixsi)
N

Donde:

ni: Numero de organismos en cada estadio

si: Valor asignado al estadio

N: Total de organismos recolectados en el mes
Calculo de la fecundidad

La fecundidad real (niumero de ovocitos vitelogénicos préximos al maximo
desarrollo) se estimé de acuerdo al método propuesto por (Ramirez Llodra
2002), El cual cosiste en relacionar el volumen medio de los ovocitos y el de la

g6nada para cada hembra.

El volumen de los ovocitos (VO) se calculé asumiendo que poseen una forma

esférica:
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vo{(‘l—R)}

3

Donde:
VO= volumen medio de los ovocitos.
R= Radio medio de los ovocitos (calculado a partir del diametro Feret).

Se calculd la proporcién (P) entre ovocitos pre y vitelogénicos, utilizando los
datos obtenidos del conteo de 100 ovocitos por hembra:

P — pvo
N

\'/¢]
Donde:
P= Relacion entre ovocitos previtelogénicos y vitelogénicos.

Npvo= NUmero de ovocitos previtelogénicos contados en una muestra de 100

ovocitos por gonada.

Nvwo= NUmero de ovocitos vitelogénicos contados en una muestra de 100

ovocitos por gonada.

Considerando que P medido en una muestra de la génada (100 ovocitos) es el

mismo que P en la génada completa, entonces:

vo vo (Ecuacion 1)

Donde:

Fpvo= NUmero total de ovocitos.

21



Fvo= NUmero total de ovocitos vitelogénicos.

Dado que el volumen de la génada es equivalente al nimero de ovocitos

multiplicado por su volumen, entonces:

V, = (Vvo x l:vo)"'(vpvo x FPVO) (Ecuacion 2)

Donde:

Vg= Volumen de la gbnada.

Vvo= Volumen de ovocitos vitelogénicos.
Vpvo= Volumen de ovocitos previtelogénicos.

Reemplazando Fpvo de la ecuacion 2 en la ecuacion 1, se obtiene:

Vg = VVO X I:VO)_'_ (\/pVO X (P X FpVO ))

V, = F x(V,, + V0 xP))

Acomodando lo factores, se obtiene el nUmero total de ovocitos vitelogénicos

(fecundidad real)

F = Vs
v, + Vv

xP)

pvo

Andlisis estadisticos

La proporcion entre hembras y machos se calculé6 mensualmente y anualmente,
la desviacion de la proporcion esperada de 1:1 se evalué con la prueba Chi
cuadrada (X?), utilizando la correcciéon de continuidad de Yates (v2c), debido a

los grados de libertad =1 en el célculo mensual (Yates 1934, Zar 2010). Se
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realizo una prueba t (Mann-Whitney) para detectar diferencias de los valores del

indice gonadosomatico (IGS) entre hembras y machos.

Dado que los datos del GSI y fecundidad no cumplieron con los supuestos de
normalidad y homocedasticidad (pruebas de Shapiro-Wilk y Levene,
respectivamente), se realizd un analisis de varianza por rango de Kruskal-Wallis
de una via para identificar diferencias significativas en los valores totales de la
poblacién (hembras y machos) del IGS entre meses. De igual manera, para
evidenciar la existencia de diferencias significativas entre los valores de la
fecundidad mensual se realizd otro ANOVA por rangos (Kruskal-Wallis) de una
via y una comparacion mdaltiple por pares con el método de Dunn. Para
determinar si hubo diferencias significativas entre los valores del indice de
madurez (IM) entre hembras y machos, se aplic6 una prueba t-Student. Las
pruebas estadisticas se realizaron con el programa SigmaStat 10.0 (Systat
Software, Inc.2006).

La relacion entre el IGS, IM y la fecundidad con las variables ambientales (TSM,
Fp, Cha ay PPN) se evalué mediante una Regresion Lineal Multiple (RLM) paso
a paso con el programa Statistica, ver. 7.0 (StatSoft Inc. 2004). La significancia

estadistica se aceptd con un valor de p <0,05 para todas las pruebas.
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Resultados

Se examinaron un total de 283 erizos con una talla promedio de diametro de
testa de 47.1+ 6.0 mm, alto de testa de 26.0+ 4.1mm y un peso humedo
promedio de 62.7+ 19.4 g. Los valores de diametro de la testa, asi como el peso
humedo tanto de hembras como machos en cada mes de muestreo se resumen

en la tabla Il.

Tabla Il.- Valores medios y desviacion estandar del diametro de la testa y peso

himedo de machos y hembras en cada mes de muestreo en Punta Banda.

Machos Hembras

Diametro Peso Diametro Peso
Meses N (mm) (9) N (mm) (9)
nov-13 12 47.7+3.0 67.5+12 9 45.9+3.0 58.9+14.4
dic-13 14 43.0x4.3 47.949.7 8 42.7+3.4 47.5+6.4
ene-14 11 50.6£2.2 74.7+7.5 13 49.6x2.4 73.1x194
feb-14 12 38.614.2 34.7+6.4 12 37.4+4.8 33.3+11.4
mar-14 12 51.5+3.1 77.849.4 11 48.1+4.1 65.7+14.3
abr-14 6 46.3+4.9 59.4+15.9 18 47.4+40 63.9+15.3
may-14 11 52.3t3.2 79.0+11.8 12 45.4+11.9 67.3+27.7
jun-14 11 50.3+3.1 73.9+11.6 10 49.842.3 69.6+x13.2
jul-14 12 44.1+4.4 53.2+17.5 12 45.545.6 55.9+18.0
ago-14 11 49.745.2 69.8+17.5 12 46.243.8 55.3+10.3
sep-14 12 49.245.7 68.0+21.1 10 45.843.9 68.3+13.2
oct-14 11 49.5+3.2 67.6+10.4 12 49.1+3.2 65.5+13.7

Proporcion de sexos

Arbacia stellata es una especie gonocorica en Punta Bandaya que no se
present6 ni un individuo hermafrodita en los organismos muestreados. Del total
de organismos 143 fueron hembras y 140 fueron machos. En la mayoria de los
meses la proporcion de sexos fue de 1:1, excepto en el mes de abril 2014 (Tabla
[Il) y la proporcion de sexos anual (macho / hembra) fue de 0.96:1, la cual no
difiere significativamente de 1:1 (X? = 10.60, gf = 11, a = 0.05).
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Tabla lll.- Proporcion de sexos de Arbacia stellata durante el periodo de

noviembre 2013 a octubre del 2014 en Punta Banda.

X2 X2
Meses  Cdlculada  tablas  prgporcion gl a N
nov-13 1.14 3.84 1.1 1 0.05 22
dic-13 3.38 3.84 1:1 1 0.05 24
ene-14 0.16 3.84 1.1 1 0.05 25
feb-14 0.15 3.84 1.1 1 0.05 27
mar-14 0.04 3.84 1.1 1 0.05 24
abr-14 5.04 3.84 1:3 1 0.05 24
may-14 0.05 3.84 1.1 1 0.05 22
jun-14 0.17 3.84 1.1 1 0.05 23
jul-14 0.04 3.84 1.1 1 0.05 24
ago-14 0.00 3.84 1:1 1 0.05 23
sep-14 0.05 3.84 1.1 1 0.05 23
oct-14 0.70 3.84 1:1 1 0.05 23

Morfologia de las génadas

Las génadas de A. stellata tienen forma de sacos irregulares con posicion mas
cargada hacia la region aboral. El color de las gonadas de las hembras vari6 de
amarillo blanquecino en hembras inmaduras a rojo marron en las hembras
maduras. En machos la coloracién generalmente es amarillo lechoso en todos

los estadios de maduracion.
Estadios del desarrollo gonadal

En hembras el estadio de Inmaduro se caracteriza porque el lumen de la génada
esta ocupado por una red de fagocitos nutritivos de color pélido, con vesiculas
grandes de color oscuro en el citoplasma. También se observan pocos ovocitos
previtelogénicos con citoplasma basofilo pegados a la pared de la gbnada
(Fig.2a). El estadio de Crecimiento es el comienzo de la vitelogénesis,
caracterizado por la presencia de ovocitos vitelogénicos primarios, pegados a la
pared del acino. El citoplasma de estos ovocitos se tifie de morado palido

mostrando una disminucién en la acidofilia. Distribuidos en el centro del lumen
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de la gonada se observan fagocitos nutritivos conteniendo vacuolas vacias o

con material granular (Fig.2b).

En el estadio de Pre-madurez | el nUmero y tamafo de los ovocitos vitelogénicos
incrementa, asociado con una marcada reduccion en la abundancia de los
fagocitos nutritivos y material glicoproteico. La gdénada contiene ovocitos en
todos los estados de desarrollo pero el numero de ovocitos maduros es muy
bajo. El citoplasma de los ovocitos vitelogenicos es acidoéfilo, con forma de pera
y es proyectado hacia el lumen (Fig.2c). En el estadio de Pre-madurez Il se
observé un incremento en el nimero vy la talla de los ovocitos que conservaban
las caracteristicas de coloracion. Un pequefio niumero de 6vulos maduros con
un citoplasma finamente granular y sin nucleo visible son encontrados en el

centro del lumen de la génada (Fig.2d).

En el estadio de Madurez el foliculo contiene numerosos évulos maduros,
densamente empaquetados en el lumen, un pequefio niumero de fagocitos
nutritivos y ovocitos primarios son localizados a los largo de la pared del foliculo
(Fig.2e). Finalmente, el estadio de Desovado se caracterizO porque el ovario
contiene solo un numero pequefio de 6vulos restantes. La pared del foliculo es
gruesa, hay un incremento en el numero de fagocitos nutritivos y un pequefio

namero de ovocitos primarios (Fig.2f).
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Figura 2.- Microfotografias de estadios gonadales de hembras de A. stellata: a)
Inmaduro, b) Crecimiento, ¢) Premadurez |, d) Premadurez I, e) Madurez f)
Desovado. fn= fagocito nutritivo, |= lumen, v= vesicula, op= ovocito

previtelogénico, ov= ovocito vitelogénico, ovr= ovocito vitelogénico residual.
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En el caso se los machos el estadio de Inmaduro se caracteriza por que el
lumen de la gbnada es dominado por una ligera red de fagocitos nutritivos de
color pélido conteniendo pequefios granulos oscuros y vesiculas, Hay algunas
espermatogonias pegadas a la pared de la gonada (Fig.3a). En el estadio de
Crecimiento, una capa de espermatogonias y espermatocitos primarios se
localizan a lo largo de la pared de la gonada y se observan columnas de
espermatocitos casi regulares proyectados al centro de cada foliculo. Fagocitos
nutritivos remanente dominan el centro del lumen, aunque la cantidad de

material nutritivo ha disminuido (Fig.3b).

En el estadio de Pre-madurez conspicuas columnas de espermatocitos son
proyectadas hacia el lumen. Los espermatozoos comienzas a acumularse en el
centro de la gdénada. EI nimero de fagocitos nutritivos decrece y son
desplazados desde el centro hacia la periferia (Fig.3c). El estadio Pre-madurez Il
tiene una estructura similar al Pre-maduro |, pero la gbnada contiene un nimero
mas abundante de espermatozoos libres en el centro del lumen. Las columnas

de espermatocitos se mantienen constante (Fig.3d).

En el estadio de Madurez, la gbnada esté llena con espermatocitos densamente
empaquetados. La capa espermatogenica llega a adelgazarse o desaparecer,
decreciendo en espesor. Hay fagocitos nutritivos localizados hacia la periferia de
la génada, a lo largo del epitelio germinal (Fig.3e). En el estadio de Desovado el
lumen de la gobnada estd casi vacid aunque pequefias agrupaciones de
espermatozoides y fagocitos nutritivos son encontrados, asi mismo, la pared de

la gbnada es muy pequefa (Fig.3f).
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Figura 3.- Microfotografias de estadios gonadales de machos de A. stellata: a)
Inmaduro, b) Crecimiento, c) Premadurez |, d) Premadurez IlI, e) Madurez f)
Desovado. fn= fagocito nutritivo, I= lumen, v= vesicula, esp= espermatozoides,
ce= columna de espermatozoides, ep= espermatozoide primario, eg=

espermatogonia, er= espermatoide residual.
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indice Gonadosomatico

Las oscilaciones mensuales del IGS de hembras y machos fueron similares
durante el periodo de estudio. ElI promedio anual para hembras fue 5.6 £ 2.6 y
6.7+£2.2 para machos, lo cual no fue significativamente diferente (t =21014.000,
p=0.100). Sin embargo, las variaciones mensuales si fueron significativamente
diferentes (H =143.406, gl=11, P<0.001). El mes en el que se observo el valor
maximo (10.0 + 3.5) fue abril 2014 y el valor mas bajo (1.7 £ 0.8) ocurrié en
diciembre 20013. Asi mismo, se observo que el intervalo de variacion de IGS en
cada mes fue relativamente amplio (Fig.4).
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Figura.4. Comparacion de la variacibn mensual (media + DE) del indice

gonadosomatico de hembras, machos y de la poblacion total de Arbacia stellata
en Punta Banda B.C México.

indice de Madurez (IM)

El comportamiento del IM durante los meses de muestreo fue similar tanto en

hembras como en machos, A pesar de que en diciembre 2013 se observa que el
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IM de hembras y machos tiene un comportamiento inverso, estadisticamente no
se encontraron diferencias significativas entre sexos (t = -0.656 gl= 22, P =
0.518) (Fig.5).
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Figura 5. Comparacion del comportamiento del indice de Madurez de hembras,

machos y del promedio total para la poblacion.

EL IGS y el IM no mostraron el mismo comportamiento. En los meses que se
presentaron los valores mas altos del IGS (marzo a mayo del 2014), se
observaron los valores mas bajos del IM. Asi mismo, los meses que presentaron
los valores mas altos del IM (noviembre, diciembre y enero del 2013 y de julio a

octubre del 2014) fueron los meses en los que el IGS presenta valores bajos.
Ciclo gametogénico

El ciclo gametogénico de A. stellata es semi-continuo. Se observo una alta

asincronia entre individuos, y dentro de la génada en cualquiera de los meses
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estudiados, tanto en hembras como en machos, se observaron varios estadios
gonadales presentes en los individuos muestreados e inclusive en la misma

gonada de cada individuo.

En las hembras, el mes en el que se observd una mayor proporcion de
organismos desovados (88.9%) fue diciembre. Posteriormente, los estadios de
Inmaduro y crecimiento comienzan a aparecer, siendo febrero el mas
representado por estos estadios (25 y 41.7% respectivamente). Marzo y mayo
del 2014 estan mayormente representados por el estadio de Premadurez | (62%
y 41% respectivamente). A partir de junio 2014 los estadios de Premadurez Il y
Madurez comienzan a ser mas representativos, siendo agosto mayormente
representado por el estadio de Madurez (85.7 %) y septiembre 2014 el estadio

de Desovado comienza a aparecer (Fig.6a).

En machos, el estadio de Madurez esta presente en la mayoria de los meses de
muestreo, con excepcidon de abril y mayo y mayormente representado de junio a
octubre, siendo agosto el de mayor incidencia de este estadio (82%). El estadio
de desove se observd en diferentes meses del ciclo de muestreo (noviembre
2013, enero, febrero, junio, septiembre y octubre del 2013). El estadio de pre-
madurez | también estuvo presente en la mayoria de los meses de muestreo,
con excepcion de enero 2013 y agosto 2014 y el estadio de pre-madurez Il se
observé durante todos meses de muestreo sin excepcion. El estadio de
inmaduro estuvo presente de diciembre a febrero, con una mayor incidencia en
diciembre (33%). El estadio de crecimiento comienza a ser evidente de

diciembre 2013 a mayo 2014 mayormente representado en abril (44%) (Fig.6b).
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Figura 6.- Ciclo gametogénico anual de los hembras (a) y machos (b) de Arbacia
stellata mostrando las abundancias relativas de los diferentes estadios de
desarrollo de la gbnada en Punta Banda B.C, México.
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Estructura de tallas de los ovocitos

A lo largo del estudio se observé que en las hembras hay una produccion
continua de ovocitos previtelogenicos y vitelogenicos. La talla mas frecuente
esta representada por el intervalo de 80 um y en todos los meses dicha talla
coincide con el diametro promedio de los ovocitos vitelogénicos (85.9 + 9.3 um).
La segunda talla méas frecuente es 60 um, la cual corresponde al didmetro
promedio de los ovocitos previtelogénicos (54.0 £ 8.5 um). Esto también se
observo en diciembre 2013 y enero 2014, cuando la cantidad de gametos en las
gonadas fue baja. La talla maxima de los ovocitos vitelogénicos que esta
especie alcanza en el area de muestreo es de 102.6 + 9.8 um (Fig.7).

34



100
Noviembre Diciembre - Enero
80
60

40

20 H 1

100
Febrero Marzo Abril

80 -

60

40

20 - B

g | B Als 1™

100 -
Mayo Junio Julio
80

Frecuencia (%)

60 -

40

20

_D | = | _ [l [l

Agosto Septiembre Octubre

0
100
80
60
40

20

0 L = [ | m =

20 40 60 80 100 120 140 160 20 40 60 80 100 120 140 160 20 40 60 80 100 120 140 160

Diametro de ovocito (um)

Figura 7.- Distribucién de frecuencia del diametro de los ovocitos de Arbacia
stellata (noviembre 2013-Octubre 2015) en Punta Banda B.C México.
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Fecundidad

La fecundidad media de A. stellata se estim6 en 1.704.498.507 + 943.039.1002
ovocitos vitelogénico por hembra. Estadisticamente se observaron diferencias
significativas entre los meses (H = 45.445, gl 11 P = <0.001). Los meses que
mostraron diferencias significativas fueron abril con noviembre y diciembre del
2013 y con septiembre y octubre del 2014. Asi mismo enero de 2014 con
diciembre 2013 y septiembre 2014 mostraron diferencias significativas. Cabe

mencionar que la amplitud de los valores de fecundidad en un mismo mes es
relativamente amplia (Fig.8).
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Figura 8.- Variacion mensual de los valores de fecundidad (media + DE) de
Arbacia stellata en Punta Banda BC, México.

Parametros ambientales

Los valores minimos de la TSM se presentaron de noviembre a febrero, con el

valor mas bajo en diciembre (15°C). A partir de marzo comienza a
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incrementarse para alcanzar el valor maximo en julio (23°C) y a partir de agosto
comienza a descender de nuevo (22°C). Los valores maximos de horas luz se
alcanzan de mayo a junio (11.59-14.11 horas luz) y a partir de agosto comienza
un descenso, observandose los valores minimos de noviembre a enero (10.32-
10.20 horas luz), con el valor mas bajo en diciembre (10.06 horas luz) (Fig.9a).
El valor promedio mensual de la Cha a, comienza a incrementarse a partir de
marzo (1.69 mg-m=3) y tiene su valor maximo en abril (3.57 mg-m3), y decae
progresivamente en los meses subsecuentes hasta alcanzar su valor minimo en
septiembre (0.69 mg-m3). La PPN comienza a incrementarse a partir de mayo
(1233 mgCm?d1) para alcanzar su valor maximo en junio (2152 mgCm?d?) y
comienza a decaer en agosto con su valor minimo en febrero (715 mgCm?d1)
(Fig.9b).

El andlisis de regresion lineal multiple del IGS con los parametros ambientales
se resolvio en un paso (IGS= 3.363 + (1.833 * Cha a)) e indicé que la variacion
total explicada sobre el IGS en término de la variable seleccionada (Cha a) fue
de 50%, con un valor de correlacion multiple de 0.70 y un nivel de p < 0.05. En
el caso del IM, el modelo de RLM se resolvié en dos pasos (Ml = 1.574 + (0.154
* TMS) - (0.367 * Cha a)). La variacion total explicada por las variables
seleccionadas fue de 53%, con un valor de correlacion multiple de 73 % y un
nivel de p < 0.05. Para la fecundidad el analisis de RLM también se resolvié en
dos pasos: Fecundidad = -1422366.292 + (777496.760 * Cha a) + (102199.394 *
TMS). La variacién total explicada por las variables seleccionadas fue de 55 %,

con un valor de correlaciéon multiple de 0.74 y un nivel de p < 0.05.
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Figura 9. Variacion anual de los valores medios de A) fotoperiodo y temperatura

B) Cha a y Produccién Primaria Neta en Punta Banda BC, México.



Discusion

El valor minimo del IGS en la poblacién de A. stellata en Punta Banda se
observd en diciembre 2013 para ambos sexos, Este se recupera
significativamente rapido en los meses subsecuentes, cuando se observan la
mayor proporcion de organismos inmaduros y en etapa de crecimiento
(diciembre 2013 a abril 2014 para machos y de enero 2013 a abril 2014 para
hembras). Tradicionalmente el IGS ha sido usado para evaluar la reproduccion
en equinodermos, sin embargo, este indice no es suficiente para describir el
ciclo reproductivo de los equinoideos. Se ha determinado que el aumento de
tamafio de las gbnadas no sélo corresponde al aumento de tamafio y numero de
gametos, sino también a las células soméaticas en el epitelio germinal, a los
fagocitos, o incluso al almacenamiento de nutrientes para el inicio de la
gametogénesis (Walker y Lesser 1998, Harrington et al. 2007). Para A. stellata,
los valores altos del IGS no solo reflejaron la abundancia de gametos, sino
también el incremento de nutrientes en organismos inmaduros y células
germinales en ciertas porciones de la génada de los organismos en crecimiento.
Segun el andlisis de RLM, el IGS tiene una relacién positiva con la clorofila a,
por lo que el aumento de su valor al inicio del afio y su valor maximo en abril (en
primavera) podrian indicar una asimilacion de nutrientes durante la primavera,
cuando ocurren los maximos de clorofila a y la época de surgencias cerca de la
localidad de Punta Banda, reflejdndose en el engrosamiento de la génada mas

gue en la proliferacién de gametos.

Las variaciones mensuales amplias del IGS pueden indicar una variabilidad
intra-poblacional en el desarrollo de la gbnada. Este comportamiento se observo
tanto en las hembras como en los machos, por lo que se podria hablar de una
sincronia entre sexos, lo cual se confirmd con el analisis de varianza de este
indice, en el que no se detectaron diferencias significativas entre hembras y

machos.

El IM, presenta una correlacion positiva con la temperatura y una correlacion

negativa con la Cha a. Sus valores comienzan a incrementarse al inicio del
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verano con las temperaturas altas, disminucion de la Cha a y el pico de la PPN,
alcanzando su méaximo en el otofio, (cuando la temperatura comienza a
descender) y se mantiene hasta el principio del inverno. El IM en las hembras
presentd su valor maximo en diciembre 2013, con un gran porcentaje de
organismos en etapa de desove. Esto indica que diciembre es el mes con la
mayor actividad reproductiva para las hembras, a pesar de ser el mes mas frio
del periodo de estudio (15° C). Esto no ocurrié en la primavera y verano cuando
la temperatura del agua comienza a incrementarse y los valores de la Cha a 'y
de la PPN alcanzan sus maximos. Esta condicion también se reportd para la
galleta de mar Dendraster excentricus, en la que la principal época de
maduracion de gametos aparentemente ocurre durante el invierno (diciembre—
febrero), a temperaturas cercanas a las méas bajas registradas en el estero de
Punta Banda (14-18° C) (Olivares-Bafiuelos et al. 2012).

Asi mimo, en la fecundidad, aln con las variaciones amplias en los valores a lo
largo del afio, se pueden observar tres pico importantes: El primer pico en enero
2014, coincide con uno de los valores mas bajos de temperatura, el segundo en
abril 2014, coincide con el pico de los valores de clorofila a y el tercero en julio
2014 con el valor maximo de la PPN, el maximo de temperatura y el pico

maximo del IM.

A pesar de que la secuencia de la ovogénesis en A. stellata fue similar a la
descrita para otros equinoideos (la ovogénesis comenzd con células germinales
primarias que se desarrollaron a través de varias etapas vitelégenas y
produjeron Ovulos) (Pearse y Cameron 1991), no se observaron estadios
discretos de desarrollo en el ciclo de muestreo. Esto es que no se observd
sincronia en el desarrollo de la gonada en la poblacion muestreada sino que en
cada mes se podian encontrar de 2 a 4 estadios de desarrollo, inclusive en la
misma gonada. Asi mismo los ovocitos pre-vitelogénicos y vitelogénicos
estuvieron presente en casi todos los meses de muestreo, siendo los
vitelogénicos los mas frecuentes, como lo reportado por (Wangensteen et al.

2013) para A. lixula en el Mediterraneo.
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De manera general, los cambios en el porcentaje de ovocito y ovulos en la
distribucion de frecuencia de tallas indican la presencia de un ciclo anual en la
produccion de gametos. Sin embargo, en el caso de A. stellata no se pudo
detectar claramente ninguna secuencia del crecimiento de los ovocitos a lo largo
del afio y se observo una predominancia de gametos maduros en la mayoria de
los individuos. Este tipo de reproduccion se ha observado en otras especies
como Holopneustes purpurascens (Williamson y Steinberg 2002), Stylocidaris
affinis (Holland 1967) Paracentrotus lividus (Byrne 1990), Arbacia lixula
(Wangensteen et al. 2013) y Dendraster excentricus (Olivares-Bafiuelos et al.
2012). Lo cual contrasta con la mayoria de los erizos que tienen ciclos
reproductivos anuales bien definidos, con estadios discretos predecibles de
desarrollo celulares (Pearse y Cameron 1991). Por otro lado, aunque el desove
fue variable en el tiempo y a pesar de observar organismos maduros en casi
todo el afio, se pudo registrar una etapa de reposo aunque con muy poca
frecuencia al inicio del afio, indicando que la produccion de gametos requiere
solo de un breve periodo de descanso o no se presenta en algunos individuos.
Pearse y Phillips (1968), observaron algo similar para Echinometra mathaei en
Rottnes Island, en la costa occidental de Australia, sugiriendo que
probablemente esta etapa sea de corta duracion en los individuos o tal vez no

ocurre normalmente.

Los equinoideos de zonas templadas exhiben ciclos reproductivos tipicamente
anuales o semi anuales, y la gametogénesis esté influenciada por factores tales
como cambios estacionales en el fotoperiodo (Pearse et al. 1986b, Bay-schmith
y Pearse 1987), temperatura y nutriciéon (Pearse y Cameron 1991). La poblacion
estudiada de A. stellata en Punta Banda BC, presenta una produccion de
gametos semi-continua, con desoves parciales y mayor porcentaje de
organismos maduros desde el verano hasta inicio del invierno, coincidiendo con
temperaturas bajas del agua de mar y la longitud del dia mas corta. Exhibe poca
actividad reproductiva durante la primavera, contrastando con lo que se
esperaria debido a la localizacion de la poblacion estudiada, la cual se

encuentra en una region templada del hemisferio norte. Tedricamente los ciclos
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reproductivos tienden a ser mas sincronizados con el aumento de la distancia
desde el ecuador, y la estacionalidad presumiblemente se hace mas
pronunciada (Pearse 1969, 1970). Sin embargo, la estacionalidad de la
reproduccion en los organismos marinos también se sincroniza de forma intra-
especifica para maximizar la supervivencia de las larvas planctotroficas,
exponiéndolas a las condiciones mas favorables del afio para su desarrollo y
crecimiento (Giese y Pearse 1974, Villalobos y Garcia 2012, Benitez-Villalobos
et al. 2015). Probablemente el hecho de que el desove mas intenso de la
poblacion de A. stellata ocurra a finales del verano, otofio e inicio del invierno
sea para evitar las condiciones imperantes durante la primavera cuando las
surgencias traen consigo el ascenso de agua enriquecida en CID con valores de
2140 pmol/kg y bajos valores de pH (~7.8) (Feely et al. 2008, Cervantes Diaz
et al. 2013). Lo anterior podria afectar negativamente el desarrollo de larvas
calcificadoras como es el caso de la larva pluteus de los erizos de mar, a pesar
de que en la zona de estudio durante la primavera el fitoplancton es mas

abundante y favoreceria el crecimiento de las larvas.

El IGS muestra una correlacién positiva con la Cha a, la cual presenta sus
valores maximos durante la primavera. Sin embargo no se observé incremento
en el IM, sino al contrario, lo cual indica que esta poblaciéon incrementa los
niveles de nutrientes en la génada para ocuparlos en los meses subsiguientes,
asegurando asi la gametogénesis y la sincronizaciéon de los desoves mas
intensos con las condiciones de no surgencias, cuando predominan periodos de
baja salinidad y condiciones de pH que se mantienen en ~8 y concentraciones
de CID de ~2050 pmol/kg (Cervantes Diaz et al. 2013). Estas condiciones de la
guimica del agua pueden en gran medida favorecer el desarrollo exitoso de los
estadios larvales, asegurando asi el mantenimiento de la poblacion de A. stellata
en la region. Por otro lado, la flexibilidad en el patrén de reproduccién semi-
continuo permite a los individuos que no se reprodujeron en el periodo principal,
hacerlo cuando encuentran una sefial adecuada. Como consecuencia, los
nuevos reclutas pueden entrar a la poblacion a lo largo del periodo mas intenso

y/o a través de pequefios eventos de reproduccion durante el afio, sugiriendo
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gue la gametogénesis puede ocurrir en un periodo corto (pocas semanas) si las

condiciones son favorables (Williamson y Steinberg 2002).

En estudios de habitos alimenticios de las especies A. punctulata, A. lixula, A.
spatuligera y A. dufresnii se ha establecido que tienden a ser carnivoras
(Penchaszadeh y Lawrence 1999, Hill y Lawrence 2003, Silva et al. 2004, Cobb
y Lawrence 2005, Wangensteen et al. 2013). Pearse et al. (1991) encontraron
gue el grado de estacionalidad en la biologia de los organismos marinos polares
varia con su posicion en la red alimentaria. En general, los herbivoros tienen
historias de vida altamente estacionales, mientras que los carnivoros y
depredadores de nivel superior muestran patrones de reproduccibn menos
estacionales, por lo que el tipo de alimentacion predominante en el género
Arbacia podria ser un factor importante en la poca estacionalidad en la
gametogénesis de A. stellata quien también posiblemente tenga una tendencia a

ser carnivora.

Algunos autores han sugerido que A. stellata es un invasor reciente en la region
de California, aumentado su presencia y abundancia conforme se ha ido
desplazando hacia el norte. Engle y Richards (2001), reportaron la ocurrencia de
A. stellata en Channel Islands California y concluyeron basandose en el
momento de la ocurrencia y tamafio de los erizos, que las larvas de estos
individuos fueron traidas probablemente por aguas mas calientes durante El
Nifio 1997- 1998. Asi mismo, Burcham y Caruso (2015), proponen que la
ausencia de juveniles y la existencia de individuos de tamafio mas grande en las
poblaciones de A. stellata de Laguna Beach, sugieren que los animales son mas
viejos y posiblemente provienen de eventos previos de reclutamiento, por lo que
sus resultados corroboran los hallazgos de Engle y Richards (2001). Estos
altimos, sugirieron que A. stellata no puede reproducirse con éxito en el sur de
California, pero su presencia puede ser el resultado de un evento de
reclutamiento propiciado por aguas mas cdlidas. De acuerdo con el presente
estudio se sugiere que esta especie se reproduce continuamente durante casi

todo el afio, sin embargo, la mayor intensidad se observa durante la época mas
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fria del afio, lo cual contradice la sugerencia de que las larvas de A. stellata en
el sur de California pudieron reclutarse durante los periodos mas calidos. Sin
embargo, es importante considerar que las especies con distribucibn amplia
adecuan aspectos de su historia de vida a las condiciones locales donde se
distribuye cada poblacion, por lo que la reproduccién y el desarrollo 6ptimo de
las larvas son aspectos importantes para la sobrevivencia de estas poblaciones
(Stearns 2000). Segun Byrne et al. (1998), el patron exacto de desove para una
especie puede variar entre localidades y entre afios. Debido a que Arbacia
stellata tiene una distribucion amplia en el Pacifico, las caracteristicas
reproductivas podrian variar debido a las caracteristicas imperantes en cada

localidad.
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CAPITULO I

Caracterizaciéon del desarrollo embrionario y larvario hasta la metamorfosis
del erizo Arbacia stellata

Introduccién

El desarrollo embrionario de varias especies de equinodermos en general y en
particular de los erizos de mar, ha sido documentado ampliamente (Giudice
1973, Hinegardner 1975, Czihak 1996, Ernst 1997, Cameron y Davidson 2006).
Algunas caracteristicas como el desove inducido, la fertilizacion artificial, el
desarrollo coordinado y rapido, asi como la claridad 6ptica de los embriones ha
facilitado la caracterizacion de la embriogénesis (Ghorani et al. 2012).

De manera particular la segmentacion de los equinoideos, es de tipo
holoblastica radial, esto es, que todo el cigoto se divide y los planos de division
son perpendiculares unos a otros (Donald y Henley 1971). Las dos primeras
divisiones del cigoto y los blastobmeros son meridionales, perpendiculares entre
si, lo cual significa que el surco de division se forma desde el polo animal al polo
vegetal del cigoto. La tercera division, en cambio, es perpendicular a las dos
anteriores, o sea ecuatorial, determinando un embrién de ocho células de
idéntico tamafio y partir de este momento, las subsiguientes divisiones
originaran blastébmeros de diferente tamafio, definiéndose éstos como
macrémeros, mesémeros y micromeros. La disposicion de estos blastémeros en
relacion con los polos del embridon determinara finalmente el destino de dichas
células y la posterior formacion de las tres hojas embrionarias principales:

endodermo, ectodermo y mesodermo (Gilbert 2000).

La etapa de blastula inicia cuando el embrién alcanza 128 células, las cuales
forman un hueco o cavidad central conocido como blastocele. Posteriormente, la
gastrulacion se caracteriza por la ingresion del mesénquima primario (primer
estadio de la invaginacion del arquenterdn), seguido de un segundo y tercer
estadio de la invaginacién del arguenteron. El dltimo paso de la embriogénesis
da lugar a la formacién de una larva. Los equinoideos pueden tener dos tipos de

larvas, la larva equinopluteus planctotréfica y una larva lecitotréfica, o pueden

45



tener un mesogeno no larval (McClay 2011, Ettensohn 2017).

La larva equinopluteus es caracteristica de los erizos de mar con desarrollo
planctotréfico indirecto y ha sido documentada en 8 de los 11 oOrdenes de
equinoideos. Esta larva se alimenta del plancton y tiene una forma corporal
bilateral simétrica y prismatica con variacion en el nimero de brazos (2 als3,
pero tipicamente hasta 8 brazos) y en la talla relativa de estos (Strathmann
1975, 1987, Nunes y Jangoux 2007). Los brazos son extensiones huecas de la
pared del cuerpo que contiene un espacio blastocélico, soportados por varillas
esqueléticas calcareas solidas o fenestradas. Las bandas ciliadas de los brazos
trazan también un circulo complejo alrededor del cuerpo, el cual funciona para la
alimentacion y la locomocién. La posicion de los brazos se ubica a ambos lados
del cuerpo y proyectados anteriormente, con excepcion de algunos casos donde
hay a un brazo impar meridional, proyectado posteriormente. En algunas
especies, en los estadios larvales tardios se pueden observar pedicelarios bien
desarrollados (Emlet et al. 2002).

Los estadios larvarios de los organismos bentonicos marinos, especialmente
aquellos con desarrollo planctotréfico indirecto juegan un papel importante como
unidades de transporte en la dispersion y conexién de las poblaciones distantes,
asi como en la colonizaciébn de nuevas zonas. Sin embargo el paso final y
trascendental ocurre una vez que la larva alcanza el estadio de competencia y
adquiere la capacidad de responder a estimulos para metamorfosearse (ver:
Hadfield y Paul 2001). En esta etapa la larva presenta un comportamiento de
basqueda y al entrar en contacto con la superficie adecuada, reacciona a las
propiedades fisicas, quimicas y bioldgicas del sustrato (Pawlik 1992). Aqui es
cuando finalmente el juvenil funcional (se alimenta, mueve y permanece
conectado en el sustrato) se asienta en el habitat juvenil/adulto definitivo. La
seleccibn de un habitat adecuado por parte de la larva determina la
supervivencia a largo plazo de los juveniles y adultos. Debido a que este ultimo
paso es fundamental para la permanencia de la especie, muchas larvas de

invertebrados marinos, incluyendo a los erizos de mar, tienen la cualidad de
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retrasar la metamorfosis hasta encontrar un sitio adecuado para el asentamiento
(Mercier et al. 2000, Rahim et al. 2004, Pechenik 2006).

Arbacia stellata es una especie con distribucion geografica amplia en el Pacifico
Este, sin embargo, el desarrollo temprano de esta especie no ha sido
completamente documentado en ningudn punto de su distribucién y la
informacion que se tiene se restringen a solo dos estadios (larva de 10 brazos y
juvenil de 1 dia) de su desarrollo (Emlet etal. 2002, Emlet 2010). La
documentacion del desarrollo embrionario y larval, asi como las condiciones y el
tiempo en que ocurre el mismo, conjuntado con el conocimiento de los aspectos
reproductivos, como la estacionalidad, duracion de los desoves y fecundidad,
son imprescindibles para entender las estrategias que favorecen la presencia y
abundancia de esta especie en las localidades al norte de su distribucién. Por lo
anterior, en el presente estudio se documenta el tiempo y la evolucién de las
etapas de desarrollo desde la fecundacion hasta la metamorfosis, en
condiciones de laboratorio.

Material y método
Obtencidon de gametos y fertilizacion

De la poblacion de A. stellata distribuida en la localidad de Punta Banda, Baja
California, México, se recolectaron cada mes mediante buceo con equipo
SCUBA, aproximadamente 20 erizos adultos de septiembre a octubre del 2015.
Estos individuos se mantuvieron en el Laboratorio de Biologia y Ecologia del
Desarrollo (EcoDel) del Instituto de Investigaciones Oceanoldgicas de la
Universidad Autbnoma de Baja California (IlIO-UABC), en estanques circulares
de 400 | de capacidad y provistos con agua de mar a temperatura ambiente y

aireacion constante hasta su utilizacion.

La obtencion de los gametos se realizé de acuerdo con el método descrito por
Strathmann (1987) que consiste en estimular la expulsibn de los gametos
mediante la inyeccion de 2 a 3 ml de KCI (0.53 M) 0.5 molar en la cavidad

celdmica a través de la membrana peristomial. Los organismos se colocaron con
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el extremo oral hacia arriba sobre frascos de vidrio de 30 ml conteniendo agua
de mar filtrada hasta 1 um e irradiada con luz UV (AMF). Se comprobo la
viabilidad de los gametos mediante la observacion al microscopio del
movimiento de los espermatozoides y el rompimiento de la vesicula germinal en

los 6vulos.

Una vez inducido el desove y evaluada la calidad de los gametos, se fertilizaron
los 6vulos adicionando los espermatozoides obtenidos de un macho por cada
hembra. Para la fertilizacion se utilizaron recipientes de 2 | con AMF,
manteniendo una proporcion aproximada de 10 espermatozoides por évulo para
asegurar la fecundacion, la cual fue verificada mediante la presencia de la
membrana de fertilizacion. Los évulos fecundados (cigotos) se enjuagaron con
AMF y posteriormente se mantuvieron en recipientes de 20 | (Fig.10a) hasta que
alcanzaron el estadio larvario de prisma. Durante las primeras 12 h se monitored
el desarrollo embrionario a un intervalo de 1 h y durante los subsiguientes 2 dias

se monitorearon a un intervalo de 6 h.
Mantenimiento de larvas

Una vez que se observé el estadio de prisma se transfirieron las larvas a
tanques conicos de 45 | a una densidad maxima de 4 larvas/ml, con aireacion
constante (Fig.10b). Se hicieron recambios diarios de agua del 50 o 100%. Las
larvas obtenidas se alimentaron con la microalga Rhodomonas sp. a una
concentracion de 5000 células/ml a partir del estadio prisma hasta larvas de 6
brazos y después se incrementdé a una concentracion aproximada de 8750
células/ml hasta alcanzar el estadio de larva competente, considerando la
experiencia en el cultivo de larvas de equinodermos en EcoDel (Carpizo-Ituarte
et al. 2002, Olivares-Bafiuelos et al. 2012).
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Figura 10.- Sistema de cultivo de embriones (a) y larvas (b) de Arbacia stellata

en el laboratorio EcoDel.

Para caracterizar el desarrollo embrionario y larvario hasta el estadio de juvenil,
se recolectaron aproximadamente 15 embriones de cada tanque de cultivo. Los
organismos se observaron al microscopio para identificar su estadio y se
tomaron fotografias de los mismos con una camara adaptada al microscopio
compuesto Axiscop de C. Zeiss. Con la ayuda del programa ImageJ se
obtuvieron las medidas del didmetro en el caso de los embriones de 2 células
hasta la etapa de blastula, el ancho del cuerpo en el caso de las gastrulas. para
larvas desde dos brazos hasta el inicio de la larva competente se midio el largo
de los brazos postorales izquierdo y derecho, el ancho del cuerpo, el largo del
cuerpo y la amplitud de los brazos (Fig.11), tomando en consideraciéon lo
descrito por Smith et al. (2008) para Strongylocentrotus purpuratus y Wheeler
et al. (2016) para Arbacia punctulata. A los juveniles se les midi6 el diametro de

la testa.
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Figura 11.- Parametros morfométricos medidos a la larva de 4 brazos (c). ac=
Ancho del cuerpo, ab= Distancia entre los brazos post-orales, Ibpol= Largo del
brazo post-oral izquierdo, Ibpod= Largo del brazo post-oral derecho, amc=
Ancho a la mitad del cuerpo, Imc= Largo a la mitad del cuerpo.

Resultados

La induccién al desove fue exitosa y la expulsion de los gametos en los
individuos maduros ocurrié inmediatamente después de la estimulacién con KCI.
En el caso de las hembras, se observaron expulsiones continuas de évulos de
color rojo marrén emergiendo por cada uno de los gonoporos y en el caso de los
machos las expulsiones de espermatozoides presentaron una coloraciéon

amarillo lechoso (Fig.12).
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Figura 12.- Reproductores en posicion de desove inducido. El organismo de la

izquierda corresponde a una hembra desovando y el de la derecha a un macho.

Los ovocitos maduros sin fertilizar son esféricos y con una coloracién rojo
marron intensa con un didmetro promedio de 76.9 + 3.5 um (Fig.13a). La
elevacion completa de la membrana de fertilizacion se visualizé transcurridos
aproximadamente 90 segundos después de la fertilizacion (Fig. 13d). La primera
division celular ocurrié a los 36 minutos (Fig.13e) y la segunda division fue
visible en una hora y 50 min después de la fertilizacion (Fig.13f). La aparicion de
la blastula temprana ocurri6 aproximadamente a las 6 h (Fig.13j) y la blastula
ciliada se form6 a las 8 h después de la fertilizacion (Fig. 13l). Entre los dos
estadios anteriores se observé una blastula arrugada con pared blastular gruesa
(Fig.13K).

La formacién de gastrula temprana o inicio de la gastrulaciébn se alcanz6
aproximadamente a las 11 h, cuando la capa engrosada de células del polo
vegetal migré hacia adentro para comenzar el proceso de invaginacion (Fig.

13m). La membrana del blastocele fue gruesa en esta fase inicial de la
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gastrulacion y en la vista transversal de la gastrula media se observo que el
blastoporo es estrecho (Fig. 130). La membrana del blastocele se volvio mas
delgada a medida que avanzaba la invaginacion y ya en la géstrula tardia, que
se alcanz6 a las 14 h, el arquenteron hizo contacto con la membrana del

blastocele, usando la contraccion filipodial para completar la Gltima parte de la

elongacion (Fig. 13p).

Figura.13.- Estadios de desarrollo embrionario hasta el estadio de gastrula de
Arbacia stellata. (a) ovulo maduro no fertilizado, (b) esperma activo en agua de
mar, (c) fertilizacion e inicio del levantamiento de la membrana de fertilizacion,

(d) 6vulo fecundado con membrana de fertilizacion completa, (e) estadio de 2
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células, (f) estadio de 4 células, (g) estadio de 16 células, (h) estadio de 32
células, (i) estadio de 128 células, (j) blastula temprana, (k) blastula arrugada, (l)
blastula tardia, (m) gastrula temprana, (n) gastrula media, (0) vista transversal
de la gastrula tardia, (p) gastrula tardia. Barra de escala= 50um.

El tiempo de desarrollo desde la fertilizacion hasta completar la gastrulacion, asi
como las condiciones de cultivo y los tamafos en cada estadio se encuentran

resumidos en la tabla IV.

Tabla IV.- Tiempo aproximado de cada una de las etapas del desarrollo

embrionario de Arbacia stellata, en condiciones de laboratorio, 33 UPS y pH 8.

Estadios de desarrollo Tiempo posterior Tamafio Temperatura

a la fertilizacién pm (°C)

Formacion de la membrana de 00:01:32 min 59+1.7G 24

fertilizacion

Primera division (2 células) 00:36:00 min 770+ 35D 24

Segunda division (4 células) 01:50:00 h 823+ 21D 24

Tercera division (16 células) 03:34:00 h 83.7+£ 19D 24

Blastula temprana 06:07:00 h 83.1+ 24D 24

Blastula tardia (eclosionada, 08:40:00 h 758+ 1.8D 24

nadadora)

Gastrula temprana (inicio de 11:20:00 h 84.1+ 27D 24

formacion del arquenterén )

Gastrula tardia (arquenterén 14:00:00 h 76.1#5.3 LC 24

casi formado)

G=Grosor, D=Diametro LC=Largo del cuerpo

Arbacia stellata desarrolla una larva planctonica y planctotrofica con facultad de
alimentarse desde el estadio de prisma. La etapa de larva de 4 brazos se inicié
a las 40 h cuando los brazos anterolaterales (bal) emergen anteriormente desde
la region dorsal adyacente a la boca y los brazos postorales (bpso) se forman
ventralmente a cada lado del ano extendiéndose anteriormente. El tejido entre
los bal se engruesa ligeramente y se extiende mas all4 de la boca (b), para
formar la campana oral (co), algunas células pigmentadas se observaron
dispersas en el cuerpo (Fig.14b). La siguiente etapa (larva de 6 brazos) se
observo a los 6 dias y se caracterizé por la aparicion de un nuevo par de brazos

posterolaterales (bpl) en la regién dorsal. En esta etapa las células pigmentadas
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se agruparon en las puntas de los brazos (Fig.14c). La etapa de larva de 8
brazos, se observé a los 9 dias y se caracterizo por el desarrollo de los brazos
preorales (bpro) que se proyectan anterior y ventralmente (Fig.14d). La ultima
etapa de desarrollo de la larva pluteus de A. stellata es la etapa de 10 brazos y
se observo a los 11ldias y es cuando se desarrolla el ultimo par de brazos; los
brazos posterodorsales (bpsd), los cuales salen posteriormente al segundo par

y en la region dorsal (Fig.14e).

La metamorfosis de larval pluteus a postlarva inicia cuando la larva cambia su
forma, de esbelta y puntiaguda en el extremo posterior a ensanchada y
redondeada debido al agrandamiento del estbmago (est), lo cual se observé a
partir del dia 14. A partir del dia 16, la epidermis y las varillas del esqueleto de
los brazos comienzan a reabsorberse, e inicia el desarrollo del rudimento juvenil
(rd). En este proceso el conducto hidropérico y el hidrocele se desarrollan en el
saco celdbmico y una pequefia invaginacion epitelial comienza a desarrollarse en

el lado izquierdo del ectodermo oral dando lugar al vestibulo primario.

Conforme se desarrolla el rudimento, la campana oral continla creciendo en
direccion anal, sobresaliendo méas all4 de la boca y los podios primarios (pp)
sobresalen del espacio vestibular a medida que se desarrollan (Fig.14f), lo cual
se observé a partir del dia 19. A este estadio se le denomind larva competente y
estuvo caracterizado por la presencia del rudimento juvenil caracteristico de las
larvas pluteus planctotréficas de otros equinoideos (Cameron y Hinegardner
1978, Cameron et al. 1989, Carpizo-ltuarte et al. 2002, Nunes y Jangoux 2007).
En este estadio la larva aun tiene la facultad de nadar ya que los brazos
remanentes conservan las bandas ciliadas utilizadas en la locomocién y a su
vez los pies ambulacrales primarios le ayudan a sujetarse para explorar el

substrato y establecerse antes de finalizar la metamorfosis.

En el dltimo paso de la metamorfosis, los podios primarios y las espinas
primarias (epp) emergen completamente al exterior del cuerpo (Fig.14g). Una
vez completada la metamorfosis, el juvenil presenta una simetria pentaradial

tipica de los adultos. Los juveniles de A. stellata presentan tres espinas juveniles
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(spp) de igual tamafio en cada region interambulacral en la superficie aboral, las
cuales son transparentes y aplanadas en forma de pétalos redondeados. En
cada region ambulacral se observa un podio primario central extensible y con un
disco terminal (Fig.14h). El cuerpo del juvenil es redondeado y con una

coloracion rojo marron y conforme los juveniles crecen, las espinas cambian de

redondeadas a lanceoladas (Fig.14i).

Figura 14.- Estadios de desarrollo larvario hasta la metamorfosis de Arbacia
stellata. (a) estadio de prisma con primordio de los brazos postorales, (b) vista
anal de la larva de 4 brazos, (c) vista abanal de la larva de 6 brazos, con inicio

de la elongacién de los brazos posterolaterales, (d) larva de 8 brazos con
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elongacion completa de los brazos posterolaterales e inicio de la elongacion de
los brazos posdorsales, (e) larva de 10 brazos, con elongacion completa de
todos los brazos, f) larva competente, g) larva en estadio final de la
metamorfosis h) juvenil de 1 dia, f) juvenil de 5 dias. La barra de escala
corresponde a 100 um, excepto la lamina i, donde corresponde a 200 um.
bal=brazos anterolaterales, bpso= brazos postorales, b= boca, bpl= brazos
posterolaterales, bpro= brazos preorales, bpsd= brazos posterodorsales, co=
campana oral, est estdbmago, rd= rudimento, pp= podios primarios y epp=

espinas primarias.

El tiempo aproximado del desarrollo desde la etapa pluteus de 4 brazos hasta la
etapa de juvenil, asi como las condiciones de cultivo y los tamafios en cada

estadio se presentan en la tabla V.

Tabla V.- Tiempo aproximado de cada una de las etapas de desarrollo, desde la
etapa de prisma hasta la metamorfosis de Arbacia stellata en condiciones de
laboratorio, 35 UPS y pH 8, alimentada con la microalga Rhodomonas sp. a

partir del estadio de larva pluteus temprana.

Estadios
de Tiempo Tamano pm T (°C)

desarrollo lbpod | lbpoi | Imc | amc | ab
Larva 16:29:00 84+2 24+0.3
temprana h ac
Larva de 2 dias 201+16 200+15 1266 118+41 146+12 23+0.3
4 brazos
Larva de 6 dias 691451 581+51 251+32 247+21 482+33 22+0.7
6 brazos
Larva de 9 dias 698+48 690+66 254499 283+99 757+33 22+0.9
8 brazos
Larva de 11 dias 659+60 595+65 324+56 225+19 781+58 22+0.6
10 brazos
Larva 19 dias 337+ 45 20+0.7
competente df
Juvenil 23 dias 427+ 52 19+0.8

df

ab= Ancho de los brazos, Ibpoi= Largo del brazo postoral izquierdo, Ibpod= Largo del
brazo postoral izquierdo, amc= Ancho a la mitad del cuerpo, Imc= Largo a la mitad del
cuerpo, df= Diametro de Feret, ac= Ancho del cuerpo.
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El cultivo en el cual se caracteriz6 morfométricamente a las larvas se desarrollo
durante el mes de octubre a temperatura ambiente, iniciando con 23°C vy
finalizando con una temperatura de 20°C, con variaciones diurnas de
aproximadamente 0.6 °C. El tamafo de los brazos postorales en la larva pluteus
temprana fue de aproximadamente 200 um y a partir del dia 6 alcanzaron una
asintota con aproximadamente 700 um. El cuerpo de la larva pluteus temprana
midié aproximadamente 130 um de largo y 120 um de ancho y alcanzé su
asintota al sexto dia de cultivo, midiendo aproximadamente 270 um de largo y
350 um de ancho. La medida que continu6 incrementandose hasta el final del
desarrollo de la larva fue el ancho entre los brazos postorales; en la larva
pluteus temprana midié 150 um y alcanz6 su méaximo valor al dia 14 con

aproximadamente 900 um (Fig. 15).
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Figura 15.- Tendencia media (+ DE) del largo de los brazos postorales izquierdo
(Ibpoi) y derecho (Ibpod), ancho a la mitad del cuerpo (amc), largo a la mitad del
cuerpo (Imc) y tendencia media (x DE) de la temperatura durante el desarrollo

de la larva pluteus de Arbacia stellata.
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Discusion

La coloracion rojo marron de los évulos de A. stellata se conserva durante el
desarrollo del embrion, provocando que este sea opaco Yy dificultando la
descripcion de algunas caracteristicas durante el desarrollo embrionario.
Aunque las etapas de segmentacion hasta la etapa de 128 células son similares
en todas las especies de erizos de mar, los embriones presentan caracteristicas
morfoldégicas especie especificas en las etapas de blastula y gastrula (Kitazawa
et al. 2016). Los ovocitos de A. lixula, A punctulata y A. stellata estan altamente
pigmentados. En el caso de A. lixula se ha documentado la presencia del
pigmento rojo equinocromo como resultado de la deposicion de carotenoides
obtenidos de su dieta (Cirino et al. 2017).

No obstante la falta de claridad de los embriones, se observé que justo antes de
eclosionar, la blastula de A. stellata presenta una superficie irregular como el
estadio de blastula “arrugada” la cual ha sido descrita anteriormente en especies
de desarrollo directo con larvas lecitotroficas. Sin embargo, el estadio de
blastula arrugada también se ha observado en equinoideos. Por ejemplo,
Kitazawa etal. (2009), documentaron que Temnopleurus toreumaticus,
considerada una especie tipica de desarrollo indirecto con una etapa de larva
planctotréfica, presenta este estadio de blastula arrugada. Otra caracteristica
importante que se pudo observar durante la etapa de blastula es que
inicialmente la membrana blastular es gruesa, con un blastocele estrecho, no
obstante, se volvio mas delgada conforme la gastrulacion avanzaba, como lo

observado por Takata y Kominami (2004) para Anthocidaris crassispina.

A pesar de que hay numerosos estudios del desarrollo larvario de equinoideos
regulares, las descripciones de los primeros estadios de los erizos del genero
Arbacia son escasos y antiguos. Una de las especies mayormente estudiadas
es Arbacia punctulata y la descripcion del desarrollo temprano mas completa de
esta especie fue realizada por Harvey (1949), quien describio el crecimiento de
la larva pluteus hasta la metamorfosis; dicho autor define a la larva pluteus

temprana como una larva de 4 brazos, la cual presenta un par de largos brazos
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anales (postorales) en el lado ventral y un par de brazos orales cortos
(preorales) en el lado dorsal. La larva de 4 brazos de A. stellata presentd brazos
postorales y brazos anterolaterales, pero a diferencia de A. punctulata los brazos
preorales se desarrollaron hasta la etapa de larva de 8 brazos. Asimismo Harvey
(1949), menciona que el ultimo par de brazos en desarrollarse son los brazos
posterodorsales, lo cual corresponde a lo observado en el presente trabajo para

A. stellata.

Al igual que A. stellata la larva de 4 brazos de A. lixula es definida por George et
al. (1990) por la presencia de los brazos postorales y anterolaterales, mientras
que la larva de 6 brazos se define por la aparicion de los brazos posterolaterales
como en A. stellata y A. punctulata. George et al. (1990), diferencian las etapas
de la larva pluteus de Arbacia lixula de acuerdo con la aparicion de los brazos.
El estadio de 8 brazos se define por la aparicion de los brazos posterodorsales
en las tres especies y el estadio de larva de 10 brazos se define con la aparicién
de los brazos preorales en A. stellata y A. lixula. Segun la descripcion de
Harvey (1949) A. punctulata no desarrolla brazos anterolaterales, mientras que
Goerge et al. (1990) mencionan brazos anterodorsales extras en A. lixula, los

cuales no estan presentes en las otras dos especies.

Especificamente para A. stellata, Emlet et al. (2002) esquematizan la larva de 10
brazos, sin embargo no enumeran ni nhombran las caracteristicas de la larva.
Emlet (2010) reporta y enumera para esta especie, caracteres externos como
espinas, pies ambulacrales y pedicelarios en postlarvas de un dia de haberse
metamorfoseado. En su descripcion reporta tres espinas adultas en la region
interambulacral en forma de remos y cinco pies ambulacrales primarios, lo cual
coincide con lo observado en las postlarvas en el presente estudio. Sin
embargo, las espinas oculares juveniles, los pies ambulacrales secundarios y
los 20 bulbos podiales reportados por dicho autor no se pudieron observar en
los especimenes en el presente estudio. Cabe mencionar que tanto la larva
como el juvenil descrito por Emlet et al. (2002) y Emlet (2010) (respectivamente)

son de la poblacion de A. stellata distribuida en Panama.

59



La epidermis y las varillas del esqueleto se absorbieron simultaneamente en la
larva de A. stellata durante la metamorfosis, como ocurre en Salmacis
sphaeroides (Rahman et al. 2012) y Diadema setosum (Rahman et al. 2014) en
algunas especies como Eucidaris thouarsi (Emlet 1988) y Paracentrotus lividus
(Gosselin 'y Jangoux 1998) en la absorcion tisular, la epidermis se retrae
dejando a las varillas del esqueleto expuestas, las cuales eventualmente se
romperan. Tal tipo de discrepancia puede estar relacionado con las diferencias
entre especies (Pearse y Cameron 1991).

Las larvas competentes de A. stellata se observaron a partir del dia 19 de
cultivo, mientras que A. punctulata puede tardar hasta 42 dias para alcanzar
este estadio (Harvey 1949) y puede tomar de 22 a 26 dias en A. lixula a 22°C
(George etal. 1990). Sin embargo, los datos de las primeras etapas de
desarrollo y los tiempos requeridos para alcanzarlas, documentados en el
presente estudio para la poblacién de A. estellata ubicada en el extremo norte
de su distribucidn geografica, podrian variar geografica y temporalmente.
George et al. (1990) encontraron que A. lixula muestra una variacion significativa
en la calidad del huevo (contenido de proteinas y lipidos), la supervivencia y el
crecimiento de las larvas dentro de las poblaciones mediterraneas y sugieren
gue la disparidad en la calidad del huevo tiene que ver con diferentes dietas en
las distintas areas geograficas. Otra discrepancia en el crecimiento de la larva,
es la variabilidad observada dentro de los cultivos. Smith et al. (2008)
mencionan que para Strongylocentrotus purpuratus, las etapas embrionarias se
desarrollan en casi perfecta sincronia hasta la etapa de pluteus de dos brazos
en un mismo cultivo, sin embargo, cuando la larva comienza a alimentarse, el
desarrollo se vuelve cada vez menos sincronico dentro de los cultivos, incluso
en larvas provenientes de una sola pareja de progenitores. Esta alta variabilidad
en el tamafio también fue observado en las larvas de A. stellata cultivadas en
condiciones de laboratorio en el presente estudio, sobre todo en la ultima fase
de desarrollo, lo cual se puede ver en los valores graficados de las medidas de

los brazos postorales, asi como el ancho y largo del cuerpo.
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Los estadios tempranos como embriones y larvas sin duda juegan un papel
importante en la distribucion de las especies. La caracterizacion de las primeras
etapas (desde fertilizacion hasta juvenil), los tiempos en los cuales se alcanzan
y la descripcion morfométrica de las larvas cultivadas de Arbacia stellata
documentados en el presente estudio, aportan y completan informacion
importante de la historia de vida de esta especie, con distribucion amplia el
Pacifico Oriental y con creciente expansion hacia el norte debido al incremento
de aguas calidas frente a las costas de Baja California y California como

resultado del cambio global en el océano.
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CAPITULO Il

Efecto de la acidificacién del medio en la cinética de fertilizacion y

desarrollo temprano del erizo de mar Arbacia stellata.
Introduccion

Desde el comienzo del periodo industrial a fines del siglo XVIII, la humanidad ha
estado emitiendo a la atmdsfera grandes cantidades de CO2 como resultado de
la quema de combustibles fésiles, deforestacién, produccion de cemento y
cambios en el uso de suelo. Se han alcanzado concentraciones que van desde
280 ppm antes del periodo industrial hasta 411.97 ppm de CO2 atmosférico en la
actualidad (Sabine et al. 2004, NOAA 2019). Esto implica valores mas altos que
los que habian existido durante mas de 800,000 afios (Luthi et al. 2008) y se
espera que siga aumentando a un ritmo acelerado (Orr et al. 2005, Fabry et al.
2008). Una de las consecuencias de este proceso es el incremento del efecto
invernadero propiciado por la presencia del CO2 en la atmdsfera, lo que produce
un aumento en la temperatura promedio de la capa inferior de la atmésfera y de
las capas superficiales de los océanos. Este proceso es conocido como
calentamiento global y puede provocar el derretimiento del hielo terrestre, el
aumento del nivel del mar, incremento de la estratificacion oceanica y el cambio
climatico en general (Bindoff et al. 2007, Misra 2014, Joshi et al. 2017).

Dentro del ciclo del Carbono, los tres grandes reservorios entre los cuales hay
un intercambio de CO2, son la atmosfera, la biosfera terrestre y el océano
(incluyendo a la biota). Solo la mitad del CO:2 liberado por la actividad
antropogénica ha permanecido remanente en la atmoésfera en las pasadas
décadas, mientras que el resto ha sido absorbido por el océano (30%) y por la
biosfera terrestre (20%) (Feely et al. 2004, Sabine et al. 2004).

En el agua de mar, los componentes esenciales del sistema de carbonato son el
diéxido de carbono (COz2), bicarbonato (HCOs ), carbonato (CO3?) y los iones
hidrogeno (H*) e hidréxido (OHY). A diferencia de otros gases atmosféricos,

como el oxigeno y el nitrogeno, cuando el didxido de carbono se disuelve en el
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mar, reacciona con el agua para formar acido carbonico (H2CO3) y la mayor
parte de este se disocia rapidamente en un ion hidrogeno (H*) y HCOs". Un ion
hidrégeno puede reaccionar con un COz3 para formar bicarbonato (Fig. 16). Las
especies de carbonato estdn relacionadas por los siguientes equilibrios

guimicos:
COZ (atms) g COZ(aq) + Hzo A H2C03 g H+ + HC03 g 2H+ + C03_2 (eq 1)

Por lo tanto, el efecto neto de agregar CO:2 al agua de mar consiste en aumentar
las concentraciones de H2COs, HCOz2 y H*, al mismo tiempo que se disminuye

la concentracién de COs? y se obtiene un pH mas bajo.

La continua y rapida incorporaciéon de CO2 atmosférico al océano durante la
época del Antropoceno estad incrementando la concentracién de iones H* y
disminuyendo el pH, lo cual resulta en una disminucion en la concentracion del
ion carbonato (COsz?). Lo anterior reduce el estado de saturacion de los
minerales del carbonato de calcio (QCaCO3) en la capa superficial del océano y
da lugar al proceso que se conoce como acidificacion del océano (AO) (Feely
et al. 2004, Orr et al. 2005).

A partir de la incorporacion del carbono antropogénico entre 1750 y 1994, se ha
calculado un descenso de pH de 0.1 sobre el nivel mundial de los océanos. Los
descensos mas bajos (0.06) se calculan para los tropicos y aguas subtropicales,
y los més altos en las altas latitudes (0.12), lo cual es consistente con su baja
capacidad de amortiguamiento debido al efecto de la baja temperatura. Esto
significa que se disuelve mas CO:2 a temperaturas medias y bajas, en
comparaciéon con las latitudes bajas con temperaturas altas (Caldeira y Wickett
2003b, Caldeira 2005).
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Pre- Cambios desde el

Glacial industrial Presente 2C0; 3XCO; periodo pre-industrial
hasta 3xCO;
pCO, 180 280 380 560 840 200%
-...._.—— —______—.,--'_'-——-‘_-
/—\_ﬁf_\’ —— —

Intercambio gaseoso

COypzq+ H2O <+—>H,CO; Acido 7 9 13 18 25 178%
carbdnico

HyCO: 4—p H*+HCOs 1666 1739 1827 1925 2004 15%
Bicarbonato

HCO-, *—» 2H*+ CO.2- 279 222 186 146 115 -48%

Carbonato

DIC 1952 1970 2026 2090 2144 8.8%
PH (e 8.32 8.26 8.05 7.91 7.76 -0.4
Oesies 6.63 5.32 4.46 3.52 2.77 -48%

Qurazonts 426 3.44 2.90 2.29 1.81 -47%

Figura 16.- Concentraciones estimadas de las especies de carbono (umol kg?),
valores de pH y estados de saturacién de aragonita y calcita del agua de mar
para concentraciones pCO:2 (ppmv) atmosféricos (periodo glacial, preindustrial y
actual). Se muestran también las proyecciones de los cambios en estos
parametros cuando se alcance el doble (2xCO2) y el triple (3xCO2) de la
concentracion del CO: en la atmosfera, estimados a partir del periodo
preindustrial. La ultima columna indica la magnitud (%) del cambio en los
parametros al alcanzarse tres veces la concentracion del CO2 atmosférico
(modificado de Fabry et al. 2008).

Una de las implicaciones de la acidificacion del océano es el efecto potencial en
organismos marinos, especialmente para los que incorporan carbonato de calcio
(CaCOs3) en forma de calcita o aragonita y producen una concha, testa o
esqueleto, debido a que estas estructuras calcificadas seran mas susceptibles a

la disolucion en aguas &cidas (Andersson etal. 2008, Dupont et al. 2010b,
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2010a). La presencia de estas dos especies minerales carbonatadas,
comunmente de origen biogénico, esta definida por su solubilidad potencial, es
decir, si las condiciones del agua favorecen su precipitacion o disolucion, la cual
se estima mediante el estado de saturacion (Q). En regiones donde el Q de la
aragonita (Qa) o de la calcita (Q ca) es mayor a 1 se favorece la formacion de
estructuras carbonatadas (conchas y exoesqueletos), pero si Qa o Qca son
menores a 1, puede ocurrir la disolucién de estas estructuras. El limite entre
ambas condiciones (Qa o Qca = 1) se conoce como horizonte de saturacion
(Feely et al. 2008).

Dentro del grupo de los calcificadores mas afectados se encuentra a los
equinodermos, y ese impacto se debe a que sus estructuras como espiculas,
dientes, testas y espinas (en la fase adulta) o varillas esqueléticas (en la fase
larvaria), estan formadas de cristales precursores de calcita amorfa (calcita de
magnesio). Este tipo de calcita es treinta veces mas soluble que la calcita en su

forma de cristales ordenados (Politi et al. 2004).

Los niveles de defensas celulares al estrés ambiental en los embriones y larvas
son adquiridos desde el desarrollo de los gametos previamente a la liberacion
de estos y a la fecundacién (Hamdoun y Epel 2007). La clave de un desarrollo
exitoso se debe en parte a estos mecanismos celulares que pueden modificar la
ruta de desarrollo en respuesta a las condiciones encontradas en el medio,
amortiguando asi los efectos negativos del entorno. Estos mecanismos
proporcionan defensas potentes contra los factores estresantes comunes en el
desarrollo, como son los cambios en la temperatura, la hipoxia, los agentes
patégenos, la radiacion ultravioleta, la presencia de radicales libres y/o toxinas.
Sin embargo, los cambios rapidos en el clima global del planeta podrian
sobrepasar esta capacidad intrinseca, con serias consecuencias (Kurihara 2008,
Przeslawski et al. 2008, Brierley y Kingsford 2009, Hofmann et al. 2014). La
mayoria de los invertebrados, incluyendo los equinodermos, liberan sus
gametos teniendo como medio extracelular el agua de mar circundante. Un

problema al que se enfrentan tanto los gametos como los embriones respecto a
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la acidificacion del medio, es que estos rudimentos de pocas células poseen
limitados sistemas de defensa en relacion con los que desarrollaran como
adultos (sistema inmune y/o sistema nervioso). Ademas carecen de un epitelio
especializado en la regulacion idnica, lo cual limita la capacidad de responder a
las condiciones acido-base ambientales (Hamdoun y Epel 2007, Melzner et al.
2009).

Para la perpetuacion de las especies y en consecuencia para la funcionalidad de
los ecosistemas, es crucial garantizar una reproduccion exitosa, asegurando la
gametogénesis, fertilizacion y desarrollo de las larvas en juveniles y adultos
viables. Sin embargo, la disminucion del pH del agua de mar, conlleva efectos
negativos en el éxito de fertilizacién, desarrollo embrionario y sobrevivencia de
larvas en organismos calcificadores como en no calcificadores que no puedan
sobrellevar este cambio (Dupont etal. 2008, O’Donnell etal. 2009, Bogner
2016).

En equinoideos, la disminucion de pH en el agua de mar puede afectar
mecanismos y procesos importantes en la fertilizacion de los gametos tales
como la capacitacién del espermatozoide y la activacion de la movilidad, asi
como los mecanismos moleculares del reconocimiento de los gametos y la
interaccién entre ambos. A su vez puede afectar el bloqueo de la polispermia,
los mecanismos moleculares para la sefializacion de calcio, la regulacion del pH
dentro del évulo y la formacion de la membrana hialina del huevo. En el cigoto
puede afectar la activacion del metabolismo, asi como la funcién del
citoesqueleto, la citocinesis, la cariocinesis, la diferenciacién celular y el
desarrollo de la larva (Levitan etal. 1991, Benzie y Dixon 1994, Levitan 1996,
Bogner 2016).

La considerable vulnerabilidad de las etapas tempranas de desarrollo respecto a
las condiciones adversas de la OA futura ha sido demostrada en muchas
especies de invertebrados marinos, incluyendo los erizos de mar (Dupont et al
2010, Byrne 2011). Sin embargo, debido a la alta variabilidad en los resultados

obtenidos con las especies estudiadas hasta el momento, no se ha podido

66



documentar con claridad, hasta qué punto las especies marinas cuentan con los
mecanismos de aclimatacion y la capacidad de adaptacion necesarias, que les
permitan mantenerse en un entorno que continua cambiando (Byrne et al. 2010).
El objetivo del presente estudio es evaluar el efecto de la acidificacion del medio
en el éxito de la fertilizacion y su impacto en las primeras etapas del desarrollo
embrionario en el erizo de mar Arbacia stellata, como una forma de examinar la
plasticidad fisiolégica inherente de esta especie frente al cambio global en el
océano. Asi mismo, la poblacion estudiada habita en una regién marina
templada, particularmente sometida a eventos de surgencias episodicas, la cual
experimentara un cambio ambiental rapido en el futuro con respecto a la
acidificacion de los océanos (Munoz-Anderson et al. 2015, Oliva-méndez et al.
2018). Para evaluar los efectos y generar predicciones sobre el destino de la
biota local frente al cambio climatico, se requieren datos experimentales,
obtenidos en condiciones controladas sobre los efectos integradores de los
factores estresantes del cambio climético a nivel global y regional (Fabry et al.
2008, Przeslawski et al. 2008, Widdicombe y Spicer 2008).

Materiales y Métodos
Recolecta de organismos y obtencion de gametos

Se colectaron aproximadamente 30 individuos adultos de Arbacia stellata a una
profundidad de 5 m y se transportaron en hieleras con agua de mar al
Laboratorio de Ecologia y Biologia del Desarrollo (EcoDel) del Instituto de
Investigaciones Oceanoldgicas de la Universidad Autonoma de Baja California
(UABC), donde se mantuvieron en tanques circulares con capacidad de 400 | y
en un sistema de agua corriente y aireacién continua hasta su utilizacion en los

experimentos.

Previo a la realizacion del experimento de acidificacion, se llenaron dos
contenedores de 20 | con AMF y se dejaron durante un dia para que la
temperatura del agua se igualara a la del ambiente. A cada contenedor se le
introdujo un sensor conectado a un lector de pH y temperatura (Honeywell-
UDA2182. Escala: 0-14 pH, -10-110°C, Precision: +/- 0.01 mA, +/- 0.1°C), con el
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cual se monitored constantemente ambas variables del agua. Una vez que la
temperatura del agua se igual6 con la del medio, a uno de los contendores se le
ajustod el pH a 7.5 (valor predicho para 2100 por el Panel Intergubernamental
sobre Cambio Climatico (IPCC) 2007) mediante burbujeo de CO2 gaseoso hasta
alcanzar el pH objetivo y se dejo por 24 h bajo monitoreo constante para
asegurarse que el pH no variara. Asi mismo, un dia previo a la realizacion de los
experimentos, se dejé un recipiente con agua de mar para que la temperatura
del agua se igualara con la del ambiente y esta fungiera como Bafio Maria

durante la realizacién de los experimentos.

La liberacion de gametos fue inducida mediante la inyeccion de 2 a 3 ml de KCI
0.53 M en la cavidad celémica a través de la membrana peristomial de los
organismos de acuerdo con lo descrito por Strathmann (1987) y la experiencia
en EcoDel con el desove de diversas especies de equinoideos (Carpizo-ltuarte
et al. 2002, Salas-Garza et al. 2006). Para recolectar los 6vulos, las hembras se
colocaron con el extremo oral hacia arriba sobre frascos de vidrio de 30 ml
conteniendo agua de mar filtrada hasta 1 um e irradiada con luz UV (AMF). Los
espermatozoides se recolectaron en seco, (los organismos después de ser
inyectados se colocaron en frascos de vidrio sin agua) y se refrigeraron a 4 °C
hasta su uso. Se comprob6 la viabilidad de los gametos, mediante la
observacion al microscopio del movimiento acelerado de los espermatozoides y
el rompimiento de la vesicula germinal en 6vulos. Una vez que las hembras
terminaron de desovar, la mitad de los 6vulos se suspendieron en agua de mar
filtrada y con pH 8.0 (pH del agua de mar en el laboratorio) y la otra mitad en

agua con pH 7.5.

Los gametos no se usaron en los experimentos a menos que una prueba de
fertilizacibn mostrara mas del 80% de fertilizacion y se observara la elevacion
normal de la membrana de fertilizacion. Una vez revisados los gametos, se eligid
a la pareja de reproductores con el mejor porcentaje de fecundacion (>80%)
para comenzar las etapas experimentales. Cabe mencionar que para cada

experimento se utilizaron los gametos obtenidos de parejas de reproductores
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diferentes (una pareja por cada experimento), con el objetivo de verificar la
variabilidad de la respuesta individual. Se realizaron tres experimentos, cada
uno en tres fechas diferentes con menos de un mes de diferencia entre ellos
para la evaluar el efecto de la AO en el éxito de fertilizacion (denominados
experimentos 1, 2 y 3) y dos experimentos (experimento 1y 2) para el desarrollo

embrionario.
Cinética de fertilizacion

Se cuantificé la densidad inicial de los 6vulos, para ajustar a una densidad de
200 ovulos por ml en cada condicion de pH. Posteriormente se agregaron 4 ml
de AMF a 33 tubos de ensayo, con el fin de realizar una serie de 10 diluciones

(1-10) por triplicado (A-C) y un control, para cada condicién de pH.

Posteriormente se preparé una solucion “stock” inicial de espermatozoides lo
cual consistio en poner 100 pL de espermatozoide seco en 9.9 ml de AMF, para
cada condicion de pH. Del stock inicial se agreg6é 1ml a cada tubo en la primera
tercia de tubos, conteniendo 4 ml de agua en cada condicion de pH, se mezclo
tres veces suavemente por inversion del tubo y se tom6 1 ml para transferir a la
siguiente tercia hasta completar las 10 diluciones (10%-10%%) por triplicado
(Levitan et al. 2007, Reuter et al. 2011).

El conteo de la concentracion absoluta de espermatozoides se realizé en la
primera dilucién para cada uno de los experimentos, para tener un aproximado
de la cantidad de espermatozoides en cada dilucibn. ElI conteo de
espermatozoides se realiz6 con la ayuda de un hematocitometro. EI namero
promedio (xDE) de espermatozoides para cada factor de dilucibn en cada

experimento se resume en la tabla VI.
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Tabla VI.- Concentracion de espermatozoides de Arbacia stellata en cada factor

de dilucion en los experimentos 1, 2y 3.

Experimento 1 2

Dilucion Media * DE Media + DE Media DE

(células m I'%)
D1 4368333 723089 | 3365833 1429849 | 4748333 55480
D2 436833 72309 336583 142985 474833 5548
D3 43683 7231 33658 14298 47483 555
D4 4368 723 3366 1430 4748 55
D5 437 72 337 143 475 6

Posteriormente, se agreg6 a cada tubo de ensayo 5 ml de la suspension de 200
ovulos por ml de cada condicién de pH, para completar 10 ml con 100/ml, se
mezcld suavemente por inversion del tubo tres veces, se dejé incubar por 30
min y posteriormente se fijé con formol al 4%, considerando como tiempo inicial,

al momento que se llend la primera tercia de tubos.

Para caracterizar la cinética de fertilizacion, se estim6 el porcentaje de
fertilizacion, para el cual se cuantific6 el namero de Ovulos fertilizados,
caracterizados por la aparicion de la membrana de fertilizaciéon (Fig.17a) y
ovulos no fertilizados (sin membrana de fertilizacion) (Fig.17b) en una muestra
de 100 6vulos observados con ayuda de un microscopio compuesto Axiscop de

C. Zeiss. El procedimiento anterior se realizd para cada réplica.

Figura 17.- Ovulo A) fertilizado y B) 6vulo no fertilizado de Arbacia stellata.
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Tres tubos de ensayo adicionales fueron agregadas a cada tratamiento de pH 'y
cada dilucion para la obtencion de la muestras de agua con el fin de calcular el
Carbono Inorganico Disuelto (CID) durante el experimento. Asi mismo, se
tomaron muestras de agua del reservorio y del agua donde se encontraban los
ovulos suspendidos antes de pasarlos a los tubos de ensayo. Las muestras de
agua se fijaron con 20 pl de cloruro de mercurio (HgCl2) y se cerraron
herméticamente con un tapén de goma y un sello de aluminio. Asi
permanecieron hasta que se realizaron las mediciones de los parametros del
sistema de CO:2 en el Laboratorio de Oceanografia Quimica (IIO-UABC).
Simultaneamente a la toma de muestras de agua se verificaron nuevamente los

datos de temperatura, salinidad y pH para cada una de las muestras.
Efecto de la acidificacién del medio en el desarrollo embrionario

Una vez obtenidos los gametos, como se mencion6 anteriormente, se procedié
a realizar la fertilizacion y ésta se reviso a intervalos de 5 min. Una vez que la
mayoria de los 6vulos (90-100%) presentaron la membrana de fertilizacion se
tamizaron con un tamiz de 35 pm la mitad de ellos para eliminar el exceso de
espermatozoides y se colocaron en agua de mar con un pH de 8.0. El mismo
procedimiento se realizo con la otra mitad de los cigotos poniéndolos en agua de
mar con pH 7.5. Se contabilizaron los embriones de cada condicion y ambas se

ajustaron a 5 ovulos/ml.

De cada condicion de pH se llenaron 18 viales de 50 ml. Cada 4 h y hasta las
24 h se extrajeron 3 viales de cada tratamiento y su contenido se preservé con
formol al 4%. Adicionalmente se registré el pH, la temperatura, el oxigeno y la
salinidad de 2 viales y se tomaron 20 ml de cada uno para la determinacion del
Carbono Inorganico Disuelto (CID) en el laboratorio de Oceanografia Quimica
[IO-UABC. Asi mismo, se tomaron muestras de agua del reservorio y del agua

donde se encontraban los embriones antes de pasarlos a los viales.

Para evaluar el efecto de la acidificaciébn en el desarrollo, se fotografiaron 30
embriones al azar en cada una de las tres réplicas de los dos tratamientos.

Posteriormente, se midio el diametro en caso de las blastulas (Fig.18a) y el
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ancho en caso de las gastrulas (Fig.18b) usando el software Image J y se
calculo la tasa de crecimiento relativo (TCR). La estimacion de la TCR se estimo6

mediante las siguientes relaciones matematicas (Bastias & Finot, 2014):

TCA= (Dt1 -Dto)/(t»l -to) (D)
TCR=12 o)
Do

Donde TCA es la tasa de crecimiento absoluto (um h), TCR es la tasa de
crecimiento relativo del diametro (um * um -1 h't), Dt1 y Dto son la variacién de

diametro en el tiempo actual (t1) y anterior (to) al muestreo, respectivamente.

50 pm

Figura 18.- Microfotografias mostrando las medidas registradas en los

embriones de Arbacia stellata, A) Blastula y B) Gastrula.
Andlisis de datos

Una prueba de normalidad y homocedasticidad (Shapiro-Wilk y Levene,
respectivamente) se le aplico a los datos del porcentaje de fertilizacion, los
cuales resultaron no pasaron ninguna de las dos pruebas. Se realiz6 un ANOVA
de una via Kruskal-Wallis por rango entre los experimentos realizados

(experimento 1, 2 y 3) y un ANOVA de dos vias a cada experimento por
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separado para detectar diferencias significativas entre cada condicion de pH (pH
8.0 y pH 7.5) y finalmente en la serie de diluciones (1-10° y una prueba de
comparacion multiple con el método de Student-Newman-Keuls. Las pruebas
estadisticas se ejecutaron con el programa SigmaStat ver 10.0. (Systat
Software, Inc.2006).

Para identificar el posible arreglo espacial de grupos en el tiempo de desarrollo
(8, 12, 16, 20, 24 h) y condicién de cultivo (pH 8.0 y pH 7.5), segun el porcentaje
de aparicion de los estadios de desarrollo (blastulas y gastrulas), se aplicé un
andlisis de ordenacion mediante la técnica de escalamiento multidimensional no-
métrico (mMMDS) basado en una matriz de similitud de Bray-Curtis. Los datos se
analizaron en crudo debido a que se realiz6 una prueba a priori Box & Cox y el
valor de b fue cercano a uno (0.279) (Neter et al. 1996). El analisis incluyé los
datos de las dos fuentes independientes de embriones, proveniente de dos

parejas distintas, debido a que los datos presentaron un comportamiento similar.

Para evidenciar diferencias significativas en el efecto del pH en el desarrollo
embrionario se aplicé un ANOSIM de dos vias basado en una matriz de similitud
de Bray-Curtis, utilizando como factores al tiempo y el pH en el cual se

desarrollaron los embriones con el programa PRIMER-E Ltd 2006, ver 6.1.10.

Debido a que los datos del didmetro de las blastulas resultaron no normales en
ambos experimentos, se realiz6 un ANOVA de una via por rangos de Kruskal-
Wallis para detectar posibles diferencias en el diametro de las blastulas entre
ambas condiciones de cultivo para cada experimento por separado y una prueba
de comparacién multiple por el método de Dunn. Por otro lado, para detectar
diferencias en el ancho de las gastrulas se aplicé un ANOVA de una via entre
ambas condiciones de cultivo para cada experimento por separado y una prueba

de comparacién multiple de Holm-Sidak.
Quimica del carbono en el agua de mar
Para caracterizar el sistema del Carbono de las muestras de agua de los

diferentes experimentos se midié en primera instancia el Carbono Inorganico
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Disuelto (CID) con la ayuda del ll-cor (Il-7000 CO2/H20O analyzer) y con el
programa TCO2_Li700.

Una vez que se obtuvieron los valores del CID de cada muestra se procedio a
calcular los parametros y las especies del sistema del Carbono con el programa
CO2sys.xIs Version 2012 (Lewis y Wallace, 1998), el cual utiliza como datos de
entrada a la temperatura, la salinidad y la presion a la cual se llevo a cabo el
experimento y dos variables medidas del CO2, en este caso fueron el pH y el
CID. Como datos de salida se obtuvieron los parametros pH, pCO2 (uatm) y COz2
(umol/kg-SW), asi como las especies de Carbono tales como HCOs- (umol/kg-
SW) y el CO3?(umol/kg-SW).

Resultados

De acuerdo a los resultados obtenidos de la cinética de fertilizacion en el pH
control (8.0), se observo que a partir de la dilucion 3 (D3) el porcentaje de
fertilizacion disminuy6 drasticamente y para la dilucion 6 (D6) las variaciones en
la curva fueron poco perceptibles, por lo que se determind que para los

experimentos sucesivos solo se realizarian cinco diluciones (Fig.19).

100 ~ -0~ - - — —_——{
e TR O

80 A

60 -~ -
—®— [ertilizados

—O-~ - No Fertilizados
40 /

20 - 7/

Porcentaje de fertilizacion

Dll DIZ DIS DI4 DIS DIG DI7 DIS DIQ D;I_O
Dilucion
Figura 19.- Porcentaje de évulos fertilizados y no fertilizados (Media + DE) en un
gradiente de concentracién de espermatozoides de Arbacia stellata AMF a un
pH de 8.0.
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De acuerdo con el ANOVA (H=12.46, gl=2, N=90, p=0.002) existieron
diferencias significativas entre los tres experimentos. El experimento 2 fue
significativamente diferente al experimento 1 (p=0.002) y al 3 (p=0.021). Sin
embargo, entre estos dos ultimos no se detectaron diferencias significativas
(p=1.0). El factor de dilucion en los tres experimentos tuvo una influencia
significativa en el porcentaje de ovulos fertilizados (Experimento 1: F=127, gI=3,
p<0.001, Experimento 2: F=106.5, gl=3, p<0.001, Experimento 3: F=172.0, gl=3,
p<0.001), por lo que el éxito de fertilizacion disminuy6 a partir de la segunda
dilucion de espermatozoides para los experimentos 1 y 3 y desde la primera
dilucion para el experimento 2. Al llegar a la dilucibn 4 el porcentaje de

fertilizacion fue practicamente nulo en los tres experimentos.

Se observé una interaccion significativa entre el factor de dilucién y el pH en el
experimento 1 (F=16.6, gl=4 P <0.001). Para la dilucibn 1 el porcentaje de
ovulos fertilizados en el pH 7.5 fue mayor (92.8%) respecto al pH 8.0 (80.29%),
observando diferencias significativas (P=<0.001) en los valores medios entre las
condiciones de pH. Para la dilucion 2, el porcentaje de fertilizacion tuvo un
comportamiento similar a la anterior, los valores medios del porcentaje de 6vulos
fertilizados entre ambos tratamientos de pH fueron estadisticamente diferentes
(p<0.001), 89.1% para el pH 7.5y 62.1 % para el pH 8. Asi mismo para las
siguientes diluciones (3 y 4) se estimaron diferencias significativas en el
porcentaje de 6vulos fertilizados (P=0.001 para ambos casos). Sin embargo el
comportamiento que se observo en las primeras diluciones se invirti6 para las
ultimas, siendo el porcentaje de fertilizacion mayor en el pH 8 (8.6 % para
dilucion 3 y 0.31 % para la dilucion 4), que a pH 7.5 (1.3 % para la dilucién 3y
0.0 % para la dilucion 4) (p<0.001) (Fig.20). Para la dilucion 5 el porcentaje de
fertilizacion para ambos tratamientos fueron similares (2 % para ambos pH)

observandose diferencias no significativas (P=0.539).
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Figura 20.- Porcentaje de Ovulos fertilizados (Media + DE) a diferentes
concentraciones de espermatozoides de Arbacia stellata, para el experimento 1.
(Linea punteada con triangulos rellenos pH 8.0, linea soélida con triangulos sin
relleno pH 7.5). La densidad de espermatozoides correspondiente a cada una de
las diluciones se especifica en la tabla VI.

Para el experimento 2 no se observo una interaccion entre la dilucion y los
niveles de pH (F=0.305, gl=5, p=0.081), mostrando que el porcentaje de
fertilizacion tuvo un decaimiento similar conforme la concentracion de
espermatozoides disminuia en ambas condiciones de pH, aunque graficamente
el porcentaje de 6vulos fertilizados en la dilucién 2 fue menor a pH 7.5 (70.9 %)
que a pH 8.0 (73.2%) (Fig. 21).
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Figura 21.- Porcentaje de o6vulos fertilizados (Media + DE) a diferentes
concentraciones de espermatozoides de Arbacia stellata, para el experimento 2.
(Linea punteada con triangulos rellenos pH 8.0, linea soélida con triangulos sin
relleno pH 7.5). La densidad de espermatozoides correspondiente a cada una de

las diluciones se especifica en la tabla VI.

En el caso del experimento 3, al igual que el experimento 1 el porcentaje de
ovulos fertilizados en cada dilucion dependié del nivel de pH (F=10.828, gl=4,
p<0.001). Para las diluciones 1 y 2 el porcentaje de 6vulos fertilizados no fue
estadisticamente diferentes entre ambos pH (P = <0.001). Para la dilucion 3y 4,
el pH aparentemente fue un factor determinante en el porcentaje de fertilizacion,
debido a que dicho porcentaje en las diluciones 3 y 4 para el pH 7.5 fue menor
(6.14 y 0.9 %, respectivamente) en comparacion con el pH 8 (44 y 13 %

respectivamente) (Fig. 22).
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Figura 22.- Porcentaje de Ovulos fertilizados (Media + DE) a diferentes
concentraciones de espermatozoides de Arbacia stellata para el experimentos 3.
(Linea punteada con triangulos rellenos pH 8.0, linea soélida con triangulos sin
relleno pH 7.5). La densidad de espermatozoides correspondiente a cada una
de las diluciones se especifica en la tabla VI.

Las condiciones del agua de mar durante los experimentos del éxito de la
fertilizacion en cada condicion de pH se resumen en la Tabla VII. Cabe
mencionar que no fue posible calcular el CID del experimento 1 ni las especies
de Carbono en el agua de mar, sin embargo, se cuenta con los datos de

salinidad, temperatura y pH no recalculado (*).
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Tabla VIl.-Propiedades quimicas del agua de mar utilizada para los
experimentos de fertilizacion. Los parametros calculados se obtuvieron utilizando
el programa CO2sys.xls Version 2012 (Lewis y Wallace, 1998) utilizando las
constantes de disociacion predeterminadas y la escala de pH NBS5.

pH pHrc pCO2 CO2 HCOs- COs-- T  Salinidad

o | 1 | Control g0+ - - - - 18 33.3
% bajo 7.6% - - - - 18 33.3
c | 2 |Control 81 33266 11.51 1907.78 209.48 18 33.3
b5 Bajo 7.6 125849 43.03 2132.35 70.41 18 33.3
u% 3 | Control g1 34312 11.61 1895.45 207.55 19 33.3

bajo 7.5 134471 4533 2151.18 6857 19 33.3

pHrc= pH recalculado, pCO2 (pnatm), CO2 (umol/kg-SW), HCO3- (umol/kg-SW), CO3--
(umol/kg-SW), T=Temperatura (°C), Salinidad UPS.

Efecto de la acidificacion en el desarrollo embrionario

El analisis ANOSIM de la proporcién (frecuencia de aparicion) de los estadios
embrionarios para cada tiempo de observacion en ambos experimentos
realizados no mostro diferencias significativas, (R global= -0.005, p= 0.45), por

lo que se agruparon ambos experimentos para su analisis.

Se observaron diferencias significativas en el porcentaje de aparicion de los
estadios respecto al tiempo, (R global= 0.555, p= 0.0005). EI MDS mostr6é un
patron de agrupaciéon particular, a las 8 y 12 h después de la fertilizacion, el
porcentaje de blastulas fue del 100%, por lo que estan fuertemente agrupados
(grupo 1). A partir de 16 horas comenzaron a aparecer las primeras gastrulas
(6%), aunque predominaron los embriones en etapa de blastulas (93 %) (Grupo
2). A las 20 h las gastrulas ya alcanzaban el 29 % (grupo 3) y para las 24 h
predominaron los embriones en etapa de gastrula (69%), aunque aun habia

embriones que estaban en etapa de blastulas (grupo 4).
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Estadisticamente el porcentaje de embriones en cada etapa, para cada tiempo
no vario significativamente para cada condicion de pH (ANOSIM R global =
0.023, P= 0.237), es decir que el cambio de estadios ocurrié simultineamente,
tanto en los embriones que se desarrollaron en agua de mar de pH 8.0 como

para los expuestos a agua de mar con pH 7.5 (Fig.23).

[Resemblance: S17 Bray Curtis similarity |

2D stress: 0.01 || Tiempo

v 12

16
¢ 20
@ 24

Figura 23.- Ordenamiento del escalamiento multidimensional no-métrico
(mMDS) de los tiempos de muestreo (8,12,16,20,24) con respecto al efecto del
pH (7.5 y 8.0 para el experimento 1, 7.6 y 8.1 para el experimento 2), en el

desarrollo embrionario de Arbacia stellata.

El diametro de los embriones en estadio de blastula varié significativamente en
el tiempo (H = 142.780, gl.= 9, p <0.001) en el experimento 1. Las pruebas
pareadas del analisis de varianza, mostraron diferencias significativas en el
tamafio de las blastulas entre las condiciones de pH a las 12 h, la tasa
instantanea de incremento (TIC) para el pH 8.0 fue de 3.9 %, mientras que para
el pH 7.5 disminuyé en un 2.6 %. A las 16 h también hubieron diferencias

significativas en el tamafio de las blastulas; en este caso la TIC disminuyd en un
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6 % para las blastulas que se desarrollaron en pH 8.0 y la TIC incrementé en un
1.8% para blastulas que se desarrollaron a pH 7.5. A partir de 20 h el desarrollo
de las blastulas no mostré diferencias significativas entre los dos tratamientos de
pH. Para las 24 h la TIC fue la mé&s alta registrada en todo el experimento para
las blastulas en los dos tratamiento (9.3% para pH 8 y 4.8% para el pH 7,5) (Fig.
24).
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Figura 24.- Diametro (Media + DE) de las blastulas de Arbacia stellata a lo largo

del periodo de experimentacion, en el experimento 1.

A partir de 16h de cultivo cuando comenzaron a aparecer las gastrulas y hasta
las 24 h, se registré un aumento significativo en el tamafio de los embriones en
etapa de gastrula en ambas condiciones de pH. La TIC de las gastrulas del pH
8.0 fue de 15.7% y la del pH 7.5 fue de 14.8%, sin embargo, el crecimiento de
los embriones no fue estadisticamente diferente entre las dos condiciones de pH
(F=55.49, gl=5, P<0.001) (Fig.25).
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Figura 25.- Ancho (media + DE) de las gastrulas de Arbacia stellata a lo largo

del periodo de experimentacion (experimento 1).

Asi mismo para el caso del segundo experimento el diametro de los embriones
en estadio de blastula también varié significativamente en el tiempo (H =
175.047, gl.= 9, p<0.001). Sin embargo las diferencias en el diametro de las
gastrulas no fueron estadisticamente significativas entre ambas condiciones de
pH, excepto para las 16 h cuando el tamafio de las gastrulas desarrolladas en
pH 8.1 increment6 con una TIC de 2.83 %, mientras que el didmetro de las
géastrulas desarrolladas en pH7. 6 disminuy6 en un 0.97 % (Fig.26).
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Figura 26.- Diametro (Media + DE) de las blastulas de Arbacia stellata a lo largo

del periodo de experimentacion (experimento 2).

El desarrollo de la etapa de gastrula para este segundo experimento, comenzo a
las 16 h para el pH 8.1, mientras que las gastrulas comenzaron a aparecer a las
20 h en el pH 7.6. El incremento del ancho de las gastrulas de 20 a 24 h fue de
14.3 % para el pH 8 y de 10.4 para el pH 7.5. Este crecimiento no fue
significativamente diferente entre los embriones de ambas condiciones de pH
(F=66.28, gl=3, p<0.001) (Fig. 27). Las condiciones del agua de mar para los

dos experimentos se resumen en la Tabla VIII.
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Figura 27.- Ancho (media + DE) de las gastrulas de Arbacia stellata a lo largo

del periodo de experimentacion, (experimento 2).
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Tabla VIIl.-Propiedades quimicas del agua de mar utlizada para los
experimentos del desarrollo embrionario. Los parametros calculados se
obtuvieron utilizando el programa CO2SYS utilizando las constantes de
disociacion predeterminadas y la escala de pH NBS5

Tiempo
(h)  pHrc pCO2 CO2 HCOs COs~ T Salinidad
8 7.5 1138.8 40.2 2061.4 69.3 17.2 33.3
12 7.5 1085.9 38.6 2053.7 71.4 17.0 33.3
— 16 7.5 1108.8 39.1 2055.9 70.7 17.2 33.3
S 20 7.5 1186.8 41.2 2053.5 67.6 17.8 33.3
o 24 7.5 1184.2 41.5 2072.6 68.1 175 33.3
g 8 8.0 281.8 104 1811.8 202.5 15.8 33.3
:-J. 12 8.0 298.5 10.9 1821.1 196.7 16.2 33.3
L 16 8.0 312.1 11.2 1833.1 193.6 16.5 33.3
20 8.0 327.8 114 1838.0 194.7 17.6 33.3
24 8.0 325.3 11.7 1848.3 188.5 16.5 33.3
8 7.6 1140.2 39.8 2081.9 71.8 17.6 33.3
12 7.6 1031.4 36.6 2067.5 76.4 17.0 33.3
N 16 7.6 1157.0 40.6 20784 69.9 174 33.3
S 20 7.6 1035.2 36.3 2071.7 77.6 174 33.3
o 24 7.6 1174.6 41.1 2076.6 69.1 175 33.3
g 8 8.1 307.5 10.7 1827.6 205.2 17.6 33.3
:-). 12 8.1 298.3 104 1822.5 209.4 175 33.3
L 16 8.1 309.0 10.7 1828.7 205.4 17.7 33.3
20 8.1 317.9 11.0 1834.2 201.3 17.7 33.3
24 8.1 315.9 11.0 1834.3 201.2 17.6 33.3

pHrc= pH recalculado, pCO; (puatm), CO;2 (umol/kg-SW), HCOs (umol/kg-SW), COs -
(umol/kg-SW), T=Temperatura (°C), Salinidad UPS.

Discusion

El éxito maximo de fertilizacion en A. estellata, cuantificado como el porcentaje
de o6vulos fertilizados, se registr6 en la primera dilucion (93-70%), cayendo
fuertemente a partir de la dilucion 2 en los tres experimentos. Levitan et al.

(2007), determinaron que para Strongylocentrotus franciscanus una

concentracion menor de diez mil espermatozoides por ml puede limitar el
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maximo de fertilizacion, mientras que la polispermia ocurre a concentraciones
cercanas a diez millones de espermatozoides por ml para esa especie, sin
embargo, este intervalo puede variar entre especies. Para A. stellata se
necesitaron aproximadamente cuatro millones de espermatozoides ml para
alcanzar los porcentajes maximos de fertilizacion. El decaimiento del porcentaje
de fertilizacion en diluciones subsecuentes a la primera dilucién, quizas se deba
a que cuando los espermatozoides se encuentran en suspensiones densas, la
probabilidad de encuentro con los 6vulos es mayor, pero con la dilucién, los
espermatozoides se vuelven cada vez mas activos, debido a la baja probabilidad
del encuentro con un évulo y se agotan rapidamente. En este caso, resulta una
ventaja que los espermatozoides sean de larga vida o que permanezcan

inactivos hasta que detecten la presencia de los 6vulos (Pennington 1985).

Los porcentajes maximos de fertilizacion ocurridos a altas cantidades de
espermatozoides  (primeras dos diluciones) no fueron afectados
significativamente por el pH bajo y en el caso del experimento 1, el porcentaje
de fertilizacién a pH bajo fue mayor en la primera diluciéon. Sin embargo, para los
experimento 1 y 3, en las diluciones 3 y 4 los porcentajes de fertilizacién fueron
mayores a pH 8 respecto al pH 7.5, lo cual evidencia que la disminucién del pH
en el medio es determinante para el espermatozoide y a medida que el pH
disminuye en el medio, se necesitaran concentraciones de espermatozoides
mas altas para lograr un alto éxito de fertilizacidén. Lo anterior también evidencia
que la posibilidad de detectar el efecto de la disminucion de pH en la
fertilizacion, dependera de la concentracibn de espermatozoides utilizada
(Reuter et al. 2011).

Debido a que a concentraciones bajas de espermatozoides, el efecto del pH fue
evidente para dos de tres parejas de erizos, se puede establecer que la
eficiencia de los espermatozoides de A. stellata se ve afectada por la
disminucién del pH. Algunos estudios han identificado reducciones en la
velocidad de nado del espermatozoide y/o la proporcion de espermatozoides

moviles en al menos uno de sus tratamientos de pH bajos en algunas especies
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de equinodermos (Havenhand et al. 2008, Morita et al. 2010, Gonzalez Bernat
2011, Reuter etal. 2011). En erizos de mar, el pH interno se mantiene por
debajo de pH 7.3 en las gbénadas por tension estable de CO2, lo que inhibe la
respiracion y la motilidad (Johnson y Epel 1981). La motilidad flagelar de los
espermatozoides se activa cuando son liberados al agua de mar, donde la
absorcion de sodio (Na +) en el espermatozoide desencadena una liberacion de
iones de hidrégeno (H +), causando que el pH interno se incremente hasta 7.5 u
8.0. Este aumento del pH interno induce la activacién de la dineina ATPasa y la
respiracion mitocondrial que da como resultado el inicio de la motilidad con el
consecuente desplazamiento de los espermatozoides (Christen et al. 1982, Mita
y Nakamura 1998). Dado que la motilidad flagelar del espermatozoide es
indispensable para la fertilizacion y esta regulada por un cambio del pH del
medio intracelular (Christen et al. 1982, Lee et al. 1983, Nakajima et al. 2005),
los espermatozoides podrian perder su capacidad para moverse como resultado
de una disminucion del pH ambiental, esto es, que la acidificacion del medio
externo puede provocar la acidificacion de los fluidos corporales y los cambios
en el equlibrio i6nico dentro de los gametos (Raven et al. 2005); por lo tanto, una
futura acidificacion del océano podria afectar la motilidad flagelar de los
espermatozoides de organismos de reproduccién externa, con activacion al
contacto con el medio, como los erizos de mar. Teniendo en cuenta que la
motilidad flagelar de los espermatozoides es indispensable para el transporte del
genoma haploide paterno (Morita et al. 2010). El efecto combinado de la dilucion
del esperma y condiciones de pH bajos en el medio marino podrian exacerbar el
bajo éxito de la fertilizacion en poblaciones de A. stellata de baja densidad o en
areas con alta turbulencia de agua; sin embargo, la agregacion de los adultos o
el desove sincronizado podrian contrarrestar el efecto de la dilucion de gametos
producida por corrientes y mareas (Pennington 1985). Segun el estudio del ciclo
reproductivo de la poblacion de A. stellata distribuida en Punta Banda, esta
especie no presenta una estacionalidad marcada en su reproducciéon (Capitulo
1), sino que algunos individuos de la poblacion desovan parcialmente en

algunos meses del afio y los desoves con mayor intensidad ocurren en invierno,
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cuando no se registran las surgencias locales con condiciones de pH del agua
de hasta 7.7. Entonces aparentemente los desoves intensos en meses de no
surgencias contrarrestan en parte el efecto de la dilucion del espermatozoide y
por otro lado evitan las condiciones de pH bajo.

Sin embargo, un escenario futuro de condiciones constantes de pH bajo en el
agua de mar, podria ser desfavorable para esta especie si el tamafio de la
poblacién disminuye por un efecto de mortalidad natural o pesca. Cabe
mencionar que en los gametos de una de las tres parejas estudiadas no se
detectaron efectos negativos de la fertilizacion debido a pH bajo, aun en las
diluciones més bajas de espermatozoides, lo cual podria indicar la repuesta de
una pre-adaptacion por parte de algunos individuos adultos a las condiciones de
los eventos de surgencias locales ya que los entornos parentales pueden afectar
directamente la plasticidad y el rendimiento de los gametos (Crean y Marshall
2008, Crean et al. 2013, Jensen et al. 2014).

Los umbrales de tolerancia al cambio climatico y otros factores estresantes
antropogénicos varian ampliamente entre las especies y aunque pH bajos tienen
el potencial de afectar el éxito de la fertilizacion al cambiar las propiedades de
los gametos, los estudios que examinaron este proceso han encontrado que los
niveles manipulados de pCO2/pH afectaron el éxito de la fertilizacion solo en
algunos casos (Kurihara y Shirayama 2004, Ericson et al. 2010, Frieder 2014,
Schlegel et al. 2015), pero no en otros (Kurihara 2008, Byrne et al. 2010, 2013,
Byrne 2011, Caldwell et al. 2011, Frieder 2014, Sewell etal. 2014). Incluso,
multiples estudios sobre una sola especie (H. erythrogramma), han arrojado
resultados contradictorios, dado que Ila fertilizacibn se vio afectada
sustancialmente por la disminucion del pH en un caso (Havenhand et al. 2008),

mientras que en otros no (Byrne et al. 2009, 2010).

Algunos trabajos con etapas posteriores a la fertilizacion resaltan una capacidad
de amortiguamiento a valores bajos de pH, en los que la sobrevivencia no se ve
comprometida significativamente. Esta respuesta se ha atribuido a que los

embriones y larvas de equinodermos son capaces de regular los cambios de pH
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mediante un ajuste fisiolégico (O’Donnell et al. 2009, Stumpp etal. 2011b,
2011a) y/o la plasticidad fenotipica (Chan et al. 2011), pero a nivel metabdlico el
costo puede reducir el crecimiento (Stumpp etal. 2011b). Los recursos
destinados al crecimiento se desvian al mantenimiento (es decir, regulacion
acido-base) y esto puede acentuarse en larvas de invertebrados de vida libre
gue por lo general, se ven limitadas energéticamente durante el desarrollo
planctonico (Hofmann y Todgham 2010). Los embriones de A. stellata, segun los
resultados obtenidos en el presente estudio muestran una capacidad de
amortiguamiento, debido a que el costo del metabolismo, estimado con el
tamafio del embrién, no fue significativamente diferente a valores bajos de pH
en ninguno de los dos experimentos. En el caso de la sincronizacion en el
desarrollo, el paso de blastula a gastrula en el primer experimento ocurrié
sincronicamente a las 16 horas post- fertilizacion en ambas condiciones de pH,
en este caso el pH bajo no retrasé la embriogénesis. No asi para el segundo
experimento en el que los estadios de gastrulas se alcanzaron a las 16 h en el
pH 8 y a las 20 h en el pH 7.5. Sin embargo este retraso no afectd
significativamente la tasa de crecimiento de los embriones en los tiempos

subsiguientes.

Pese a que varias especies de equinodermos seran afectados negativamente
por el calentamiento y la acidificacion de los océanos, algunas otras serdn mas
resistentes y tomaran ventaja para ampliar su intervalo de distribucion; lo
anterior tiene implicaciones para la persistencia de algunas especies, 0 la
invasion de otras lo cual resultard en un reajuste de las comunidades marinas
alrededor del mundo. La estrategia reproductiva de A. stellata para contrarrestar
el efecto de la acidificacion del medio a diluciones bajas de espermatozoides, la
aparente pre-adaptacion de algunas individuos a las condiciones locales y
estacionales de bajos pH en el medio y la robustez en el crecimiento de los
embriones podrian estar favoreciendo la expansién hacia el norte de su

distribucion, donde las condiciones de acidificacién ya se estan experimentando.
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CONCLUSIONES GENERALES

El presente estudio demostré que la poblacion de Arbacia stellata, distribuida en
Punta Banda, Baja California, México, presenta un ciclo reproductivo semi-
continuo, con mayor actividad reproductiva desde finales del verano hasta

finales del invierno.

Los organismos analizados mostraron ser gonocoricos y la proporcion de sexos
fue de 1:1 en la mayoria de los meses estudiados con excepcion del mes de
abril del 2014.

El indice gonadosomatico tuvo una correlacion positiva con la clorofila, no
obstante, sus valores altos no solo reflejaron la proliferacion de gametos, sino
también el incremento de nutrientes en organismos inmaduros y células

germinales en ciertas porciones de la génada en crecimiento.

El indice de madurez presentd una correlacion positiva con la temperatura y una
correlacion negativa con la clorofila a. Los valores comenzaron a incrementarse
al inicio del verano con las temperaturas altas y alcanzaron su maximo en el
otofio. El indice de madurez en las hembras presenté su valor maximo en el
mes mas frio del periodo de estudio (diciembre 2013), con un alto porcentaje de

organismos en etapa de desove.

La fecundidad presentd tres picos importantes. El primer pico en enero 2014,
coincidié con uno de los valores mas bajos de temperatura, el segundo en abril
2014, coincidié con el pico de los valores de clorofila a y el tercero en julio 2014
con el valor maximo de la produccién primaria neta, el maximo de temperatura y

el valor méaximo del indice de madurez.

No se observaron estadios discretos de desarrollo durante el ciclo de muestreo
debido a la asincronia en el desarrollo de la gbnada de los individuos, los cuales
presentaron de dos a cuatro estadios de desarrollo, inclusive en la misma
gonada. Asi mismo, no se detectdé una progresion modal en el tamafio de los
ovocitos, observandose ovocitos pre-vitelogénicos y vitelogénicos presentes en

casi todos los meses de muestreo, siendo los vitelogénicos los mas frecuentes.
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Los 6vulos liberados de A. stellata presentaron una coloracién rojo marrén
intenso y midieron aproximadamente 77 pm de diametro. El desarrollo
embrionario tuvo una duracion de aproximadamente 14 h y durante la primera
division (dos células) el embrion mide 77 um, mientras que al final del desarrollo
embrionario mide en promedio 84 um (gastrula temprana); ya una vez formada

la gastrula ésta mide en promedio 76 um de diametro.

Una vez que el sistema digestivo esta desarrollado en el estadio de prisma, A.
stellata presenta una larva planctotrofica que inicia con el estadio de larva
equinopluteus de 4 brazos: los brazos anterolaterales que surgen anteriormente
desde la regién dorsal adyacente a la boca y los brazos postorales que emergen

ventralmente a cada lado del ano larval y se proyectan anteriormente.

La etapa de 6 brazos se caracteriza por la presencia de los brazos
posterolaterales que se desarrollan en la region dorsal y se proyectan
posteriormente. En la etapa de 8 brazos se desarrollan los brazos preorales en
la parte ventral y se proyectan anteriormente. Finalmente en la etapa de 10
brazos, aparecen los brazos posterodorsales, los cuales se desarrollan
subsecuentes a los brazos postorales y se proyectan anteriormente.

El desarrollo larval tuvo una duracion de aproximadamente 11 dias a una
temperatura promedio de 24.2 + 2.7° C, a una salinidad de 35 UPS y pH 8. El
cuerpo de la larva pluteus midié aproximadamente 130 um de largo y 120 um de
ancho en su fase inicial (4 brazos) y 270 um de largo y 350 de ancho en la etapa
de 10 brazos, los brazos postorales midieron aproximadamente 200 um en la
etapa pluteus temprana y alcanzaron 700 um de largo al alcanzar el estadio

competente y antes de iniciar la metamorfosis.

Los juveniles se observaron a partir de los 23 dias de cultivo y midieron
aproximadamente 280 um de diametro, presentan tres espinas juveniles de igual
tamafio en cada region interambulacral en la superficie aboral y un pie
ambulacral central extensible con un disco terminal en cada ambulacro. Las
espinas son transparentes y en forma de remo, cambiando a lanceoladas

conforme el juvenil crece.
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El éxito de la fertilizacion (porcentaje de 6vulos fertilizados) de la poblacion de A.
stellata con distribucion en la zona templada del hemisferio norte se vio afectado
por la acidificacion del medio (de pH 8 a pH 7.5) a concentraciones bajas de
espermatozoides en dos de tres experimentos realizados con parejas

independientes de erizos.

En el experimento 1, los porcentajes mas altos de fertilizacion se observaron a
pH bajo (7.6), sin embargo esto se revirtio en las diluciones subsecuentes,
cuando la concentracion de espermatozoides disminuyo. En el experimento 2, el
efecto del pH bajo en el medio no fue significativo en todo el gradiente de
concentracion de espermatozoides. En el experimento 3 aunque no hay
evidencia estadistica del efecto de la disminucion del pH en el medio, los
porcentajes en el éxito de fertilizacion fueron menores a pH bajo en las

diluciones 3y 4.

Los estadios de desarrollo embrionario estudiados hasta las 24 h después de la
fertilizacibn mostraron sincronia en la aparicibn de las etapas en ambas
condiciones de pH en el experimento 1, dado que el estadio de blastula se
registré a las 8 y 12 h'y a las 16 h inici6 la etapa de géstrula, la cual continu6é
desarrollandose hasta las 24 h. Para el experimento 2 se observé un retraso en
la iniciacién de la gastrula, la cual se observé a las 20 ha pH bajoy alas 16 h a
pH normal. Aun cuando hubo un retaso en la etapa de géastrula en el
experimento 2, el tamafio tanto de las blastulas como de las géstrulas no varié
significativamente entre los dos tratamientos de pH en ninguno de los dos

experimentos realizados.

El ciclo reproductivo semicontinuo de A. stellata proporciona varios periodos de
produccion de larvas que en conjunto con el periodo de desarrollo larval
relativamente corto, permite un reclutamiento continuo de individuos a la
poblacion. Asi mismo, los desoves mas intensos durante los periodos de no
surgencias y la resistencia tanto de los gametos como de los embriones a las
oscilaciones de pH bajo, podrian ser rasgos de la especie que podrian estar

favoreciendo que esta especie esté incrementando su presencia y abundancia
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en el norte de su distribucion, lo cual podria tener un impacto en otras especies
locales y en la estructura de la comunidad de la fauna de arrecifes rocosos

intermareales y submareales del sistema de la corriente de California

RECOMENDACIONES

Dado que el erizo de mar Arbacia stellata presenta una distribucién amplia en el
Pacifico oriental, se recomienda hacer estudios dirigidos a aspectos
poblacionales tales como el asentamiento, la abundancia y el crecimiento
individual para complementar la informacion generada en el presente estudio y
tener una vision mas completa del tipo de estrategia de la especie. Asi mismo,
se recomienda estudiar otras poblaciones habitando en diferentes latitudes
dentro de su intervalo de distribucién, para contrastar la informacion obtenida en

el presente estudio.

Con base en los resultados del efecto de la acidificacion del océano obtenidos
en el presente estudio, se recomienda realizar experimentos con las etapas
subsiguientes del desarrollo (etapa larval y la metamorfosis) de A. stellata para
conocer de manera mas completa como responden las etapas tempranas del
desarrollo a la disminucién del pH del medio, sobre todo su efecto en procesos
de la formacién del esqueleto y la fisiologia en el asentamiento. Asi mismo, es
importante considerar aspectos como la reproduccion, metabolismo vy
crecimiento en adultos ya que estos también pueden verse comprometido por la
acidificacién del medio, debido a que cada etapa de vida difiere en forma y
funcion y los efectos de un factor estresante pueden depender de la etapa de

desarrollo considerada.

Por otro lado las herramientas moleculares como estudios de expresion génica
pueden agregar nueva informacion y ser utiles en la comprension de los
fenotipos expresados y los genes involucrados en la calcificacion, el

metabolismo y respuesta inmune de A. stellata, con el objetivo de identificar los
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aspectos clave de su respuesta a las tensiones ambientales derivadas de la

acidificacion del océano.
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Abstract

Widely distributed species such as Arbacia stellata adjust patterns of their life history accord-
ing to local conditions. In the present study the reproductive cycle of this species was analysed
throughout a sampling year. Gonadal development cycle, sex ratio, actual fecundity and
oocyte size distribution were characterized and the relationship of these reproductive charac-
teristics with environmental variables such as sea surface temperature, photoperiod, chloro-
phyll a and net primary production evaluated. Our results showed that A. stellata is a
gonochoric sea urchin. Gametogenesis was classified into six stages for both sexes (immature,
growth, pre-maturity I, pre-maturity II, mature and spawning) and no synchrony was
observed for the gonads between individuals. The female to male ratio was close to 1:1 in
most months. The gonadosomatic index (GSI) showed significant differences between sexes
or months; however, the highest values were observed during spring, with positive correlation
with chlorophyll a. No significant differences were observed in the maturity index (MI)
between sexes, with a positive correlation with temperature but negative with chlorophyll.
Actual fecundity showed wide variations throughout the year and correlation with chlorophyll
a and temperature. Oocyte size distribution was unimodal and the predominant frequency
was that of mature oocytes. The reproductive cycle of A. stellata has a semi-continuous pattern
for both sexes and partial spawning throughout the year in the sampling site. We observed
nutrient assimilation in the gonads during spring and a larger reproductive activity from
late summer to early winter.

Introduction

Sea urchins from shallow waters are considered to be entirely tropical or temperate, and very
limited overlap occurs in the subtropics. The genus Arbacia is represented by species that are
distributed in shallow waters from temperate to the tropics, such as Arbacia lixula (Linneo,
1758), A. punctulata (Lamarck, 1816) and A. stellata (Blainville, 1825). Some species are
restricted to temperate and sub-Antarctic zones in the southern hemisphere, such as A. spa-
tuligera (Valenciennes, 1846), A. crassispina (Mortensen, 1910) and A. dufresnii (Blainville,
1825) (Lessios et al., 2012). However, A. crassispina and A. dufresni are probably not separate
species, and represent two morphs. They are not distinct in either the mitochondrial or the
nuclear gene, but Lessios et al. (2012) does not formally synonymize the two species
(Gianguzza & Bonaviri, 2013).

Reproduction is one of the most important features of the life history. Species that are
widely distributed such as A. stellata adjust their life-history patterns according to local con-
ditions. Consequently, success of populations is directly related to settlement and recruitment
rates, which in turn are related to the reproductive strategy (Stearns, 2000). Giese & Pearse
(1974) established that species should synchronize reproduction with environmental condi-
tions that will be most favourable for the survival of offspring, and often gametogenesis begins
before these conditions occur. Gametogenesis in echinoids is modulated by several endogen-
ous and environmental factors (Giese & Pearse, 1974; Byrne, 1990; Mercier & Hamel, 2009).

Reproduction has been studied for some populations of Arbacia (Tavares, 2004; Kino, 2010;
Wangensteen et al., 2013; Epherra et al., 2015). Tavares (2004) found that in A. lixula from
Parand state in Brazil, mature individuals were present during the whole sampling period,
with female gonads in the resting state and male gonads in proliferation. The same species
(A. lixula) in north-west Spain exhibits a seasonal cycle with spawning late spring to summer
(from May to July) and during autumn (from October to November); the gonadosomatic
index (GSI) followed the same trend as the photoperiod and has a strong relation with the
average sea surface temperature (SST). Asynchrony was observed among individuals with sev-
eral stages of development in the same gonad (Wangensteen et al., 2013). Arbacia punctulata
reproduces throughout the summer (June to August) in Florida and this pattern may vary with
inter-annual temperature fluctuations (Harvey, 1956). Arbacia dufresni presents two spawning
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periods, the first during spring and the second and more intense
during summer in Nuevo Golfo, Argentina (Brogger et al., 2010).
Arbacia  spatuligera reproduces during spring in Bahia
Concepcion in Chile (Bay-Schmith, 1981). Although it has been
reported that the species of Arbacia are mainly gonochoric,
Shapiro (1935) and Harvey (1956) reported incidences of herm-
aphroditism. Finally, Epherra et al. (2015) on the eastern coast
of Patagonia looked at two sea urchin populations of A. dufrensii,
with different oceanographic regimes, and found that one popu-
lation presented a strong seasonal pattern of reproduction with
gonads showing re-absorption and accumulation of reserves at
different seasons, in contrast to the other where mature gametes
were found throughout the year. Most reproductive aspects have
been documented for several species of the genus Arbacia, but
there are no data on the reproductive cycle of A. crassispina, as
well as A. stellata (Gianguzza & Bonaviri, 2013).

Distribution of A. stellata extends along the Pacific coast of
North, Central and South America, from southern California to
Peru, including the Galapagos Islands and the peninsular coasts
of the Gulf of California (Mortensen, 1935; Clark, 1948; Brusca,
1980; Metz et al, 1998; Hooker et al, 2005; Burcham &
Caruso, 2015). Arbacia stellata is not very abundant, living in
small numbers and as solitary individuals (Morris et al., 1980;
Lessios, 2005; Carlton, 2007), but is starting to appear as one of
the most common species at its northern distribution, being the
third most common in localities as Laguna Beach in southern
California (Burcham & Caruso, 2015). With its increase along
de Baja California and California, A. stellate could have an impact
on local sea urchin populations or other benthic invertebrates of
commercial or ecological value. Its reproductive strategy may be
critical to their success in further expansion to northern habitats.
To fill in this information gap, the present work examines in
detail the reproductive cycle of A. stellata in a one-year period
in the northern extreme of its distribution. We also describe for
the first time detailed aspects of its gametogenesis. We performed
a detailed histological examination to quantify the progression of
cellular events associated with gonad growth, gametogenesis, mat-
uration and spawning.

Materials and methods
Sample collection and measurement

About 20 individuals of Arbacia stellata (mean test diameter of
47.1 £6.0 mm, mean high test of 26.0 +4.1 mm and mean wet
weight of 62.7 +19.4 g) were haphazardly collected monthly by
scuba from November 2013 to October 2014. Specimens were
collected on rocky substratum at ~5m depth in Punta Banda
(31°44'39.92"N 116°42'13.69”"W), located off the north-west
coast of the Baja California peninsula, Mexico. Samples were
transported to the Laboratorio de Ecologia y Biologia del
Desarrollo of the Instituto de Investigaciones Oceanoldgicas at
the Universidad Auténoma de Baja California (UABC), where
they were placed in seawater at 4°C for 24 h (to prevent spawning)
for their subsequent dissection, measurement and extraction of
gonads.

Samples were dissected and macroscopic characteristics of
gonads recorded such as colour, texture, position, shape and
size. Gonads were extracted and the wet weight was estimated
with a digital scale (+0.001 g). Volume of the gonad was measured
by displacement of the fluid method until a hydrostatic equilib-
rium was reached, using a variation of the Mohr-Westphal bal-
ance (Scherle, 1970; Nagy & Pieri, 1975).

Sea surface temperature (SST), net primary production (NPP)
and chlorophyll, as well as photosynthetically active radiation
(PAR) were obtained from satellite information through monthly
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images. The information was obtained from the Ocean Colour
Web portal at 4 km in the HDF format and with a level of L3
Processing (in decimal degrees Long-Lst) from the Aqua Modis
sensor. Photoperiod (Fp) was estimated using the model devel-
oped by the KCANE Project of the Department of Physical
Oceanography at CICESE.

Histological processing and microscopic examination

Gonads were fixed in Bouin’s solution for 72 h and preserved in
70% alcohol. Soon after they were dehydrated in graded ethanol
series, cleared in Citrisolv®, infiltrated and embedded in paraffin
wax using the routine inclusion technique for the Histokinette
and finally sectioned at 7 um and stained with haematoxylin
and eosin as described by Humason (1979).

Stages of gonad development were identified on the basis of
the cellular characteristics of the nucleus, cytoplasm, and follicular
and germinal epithelial wall, according to the criteria proposed by
Pérez et al. (2010). The reproductive cycle was defined based on
the proportion of individuals found every month in each of the
gonadal developmental stages. Six stages were considered for
both sexes: (1) immature, (2) growth, (3) pre-maturity I, (4) pre-
maturity II, (5) maturity and (6) spawned.

Oogenesis and spermatogenesis were described using the
histological sections. At least 100 oocytes per gonad, per female
and sectioned through the nucleus, were measured (Feret diam-
eter) using the image analysis package Image J 1.41. Oocyte size
frequencies were compared with GSI.

To quantify reproductive status, two indices were calculated for
females and males, as well as for both sexes combined. (1) The
traditional gonadosomatic index (GSI), calculated as GSI=
[GW/(TBW — GW)] x 100, where GW =gonad wet weight and
TBW =total body weight, and (2) the maturity index (MI); this
index is also known as the microscopic maturity index because
it provides a weighted mean of the microscopic stage of develop-
ment of the gonads for the majority of individuals in the popula-
tion at a certain time. Thereby, each MI value indicates its
respective gonad development stage throughout the collecting
period. It has been applied in several echinoderms (Sewell,
1992; Oyarzun et al., 1999; Despalatovi¢ et al., 2004; Kazanidis
et al, 2014). The MI was calculated as MI=Y (nixsi)/N],
where ni = the number of sea urchins at each microscopic gona-
dosomatic index stage (i.e. GDS), si = the numerical score attrib-
uted to each stage (i.e. GDS-I=1, GDS-II=2, GDS-III=3,
GDS-IV =4, GDS-V =5, GDS-V =6), and N is the total number
of sea urchins collected monthly. Thereby, each MI value indi-
cates its respective gonad development stage throughout the col-
lecting period. We tried to sample only one size of sea urchin for
histological analysis. Table 1 summarizes the sizes and weights of
the sea urchins sampled.

Monthly values of fecundity were quantified as the total num-
ber of vitellogenic oocytes (F,,) per female (actual fecundity gives
an estimation of the number of eggs that would be released in the
following spawning event, but not the precise eggs produced)
from the mean volume of oocytes and the gonad volume (GV)
in each female. Oocyte volume (OV) of at least 100 oocytes sec-
tioned across the nucleus, per female, per month, was calculated
assuming a spherical shape [OV = (4 x 7t x r)/3] and averaged.
Fecundity was estimated as follows:

Fyo = Vg/[Vvo + (Vavo X P)]

where V,, = volume of the gonad, V,, = mean volume of a vitello-
genic oocyte, Vi, =mean volume of a non-vitellogenic oocyte,
P=ratio between non-vitellogenic and vitellogenic oocytes:
P = Nyyo/Nyo> Npyo = number of non-vitellogenic oocytes counted
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Table 1. Morphometric measurements of the specimens of Arbacia stellata analysed during the sampling period.

Male Female

Diameter mm Weight g Diameter mm Weight g
Date N Min Max Mean Mean + SD N Min Max Mean Mean + SD
November-13 12 41.1 52.5 47.7 67.5+12 9 41.5 51.0 45.9 58.9+14

December-13 14 36.6 51.3 43.0 479+9 8 38.8 49.6 42.7 475+6
January-14 11 47.8 55.2 50.6 T47x7 13 45.5 53.0 49.6 73.1+19
February-14 12 324 46.4 38.6 34.7+6 12 313 50.1 374 333+11
March-14 12 46.6 56.8 51.5 77.8+9 11 38.3 52.5 48.1 65.7 + 14
April-14 6 40.0 53.5 46.3 59.4+15 18 39.6 52 47.4 63.9+15
May-14 11 47.3 57.7 52.3 79.0+11 12 10.5 57.7 45.4 67.3+27
June-14 11 45.8 56.2 50.3 73.9+11 10 46.8 54.4 49.8 69.6 + 13
July-14 12 347 50.2 44.1 53.2+17 12 373 55.5 45.5 55.9+18
August-14 11 39.0 54.9 49.7 69.8+ 17 12 41.1 52.1 46.2 55.3+10
September-14 12 41.0 61.0 49.2 68.0+21 10 373 49.8 45.8 68.3+13
October-14 11 443 57.0 49.5 67.6 10 12 41.9 55.5 49.1 65.5+13

on a subsample of 100 oocytes per gonad, Ny, = number of vitel-
logenic oocytes counted on a subsample of 100 oocytes per gonad
(Ramirez-Llodra, 2002; Ramirez-Llodra et al., 2002). It is import-
ant to point out that this is an estimate of fecundity based on con-
verting non-vitellogenic oocytes into their equivalent mass to
vitellogenic oocytes.

Statistical analysis

Sex ratio (male:female) was calculated monthly, and deviation
from the expected ratio of 1:1 was tested with the Chi square
goodness of fit test, using Yates’ correction for continuity (v2c),
due to degrees of freedom =1 (Yates, 1934; Zar, 2010). The GSI
and fecundity data did not fulfil the assumptions of normality
and homoscedasticity (Shapiro-Wilk and Levene tests, respect-
ively), for which non-parametric tests were applied. For GSI a
Kruskal-Wallis one way analysis of variance on ranks was per-
formed to identify significant differences among months, whereas
a Mann-Whitney rank sum test was used to identify significant
differences between sexes. To determine if there were significant
differences among values of the MI regarding sexes, a Student’s
t-test was applied. To determine if there were significant differ-
ences among monthly values of fecundity a Kruskal-Wallis one
way analysis of variance on ranks and Dunn’s pairwise multiple
comparison test were performed. The relationship of GSI and
MI with the environmental variables, SST, photoperiod and net
primary production was evaluated by a stepwise multiple linear
regression (MLR). Statistical analyses were carried out using
STATISTICA® 7. Statistical significance was accepted at P <0.05
for all tests (Table 2 summarizes the statistical analysis used
with the corresponding results obtained and shown in the follow-
ing section).

Results
Sex-ratio and gonad morphology

Arbacia stellata is confirmed to be a gonochoric species since no
hermaphroditism was found from the total sample of 283 sea
urchins, showing an annual sex ratio (m:f) of 0.96:1, which

does not differ significantly from 1:1 (x*=10.60, df=11, o=
0.05), except in April 2014 (sex ratio 0.96:3). Gonads of A. stellata
are irregular sacs positioned more skewed towards the aboral
region. Colour of the female gonads varied from whitish-yellow
in immature to dark purple in mature ones. In males, the colour-
ation was usually milky yellow in all stages.

Gonad developmental stages

Females

The immature stage was characterized by the gonad lumen being
occupied by a network of nutritive phagocytes of pale colour, with
large vesicles of dark colour in the cytoplasm. Also, a few pre-
vitellogenic oocytes with basophilic cytoplasm attached to the
gonad walls were also observed (Figure 1A). The growth stage
showed the beginning of vitellogenesis, characterized by the pres-
ence of primary vitellogenic oocytes, attached to the acini wall.
The cytoplasm of these oocytes was stained pale purple showing
a decrease in acidophilia. Distributed in the centre of the gonad
lumen, nutritive phagocytes containing empty vacuoles or granu-
lar material were observed (Figure 1B).

In the pre-maturity I stage, the number and size of vitello-
genic oocytes increased associated with a reduction in the abun-
dance of nutritive phagocytes and glycoprotein material. The
gonad contains oocytes in all stages of development but the
number of mature oocytes is very low. The vitellogenic oocytes
with acidophilic cytoplasm are pear-shaped and are projected
into the lumen (Figure 1C). In the pre-maturity II stage, an
increase in the number and size of the oocytes that retained
the characteristic reddish colouration was observed, and a
small number of mature eggs with a finely granular cytoplasm
with no visible nucleus were found in the centre of the gonad
lumen (Figure 1D).

At the maturity stage, the follicle contained numerous mature
eggs, densely packed in the lumen, and a small number of nutri-
tive phagocytes and primary oocytes were located along the
follicle walls (Figure 1E). Finally the spawning stage was charac-
terized by the presence of a small number of remaining eggs.
At this stage, the wall of the follicle is thick and there is an
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Table 2. Summary of results obtained from the statistical analyses. GSI = Gonadosomatic Index, MI = Maturity Index.

Statistical significance was accepted at P <0.05 for all tests.

Parameters Test N df Statistical contrast P values a priori P values a posteriori Results
Sex ratio x> goodness of fit 279 11 x*=10.602 <0.05 0.477 The proportion of males and females do
not vary from 1:1
GSI: Differences between Kruskal-Wallis One Way 279 11 H=143.406 <0.05 <0.001 The differences in the median GSI values
months ANOVA on Ranks among months are significant
GSI: Differences between Mann-Whitney Rank Test Sum 279 1 U =28876.000 <0.05 0.100 The difference in the median values of
sexes GSI between sexes is not significant
MI: Differences between t-Student test 24 22 T= —0.656 <0.05 0.518 The difference in the mean values of MI
sexes between sexes is not significant
Fecundity: Differences Kruskal-Wallis One way 93 11 H= 45.445 < 0.05 <0.001 The differences of the fecundity median
between months ANOVA on Ranks and Dunn’s values among months are significant
Pairwise Multiple Comparison The months in which the values were
test different are:
April 2014 and September 2014
April 2014 and December 2013
April 2014 and November 2013
April 2014 and October 2013
January 2013 and September 2013
January 2013 and December 2013
Relationship of the GSI Stepwise multiple linear 12 1,10 R= 0.71, R*=0.50, Adj < 0.05 0.009 GSI values can be predicted from a linear
with the environmental regression R*= 0.45, F=10.16 correlation of the chlorophyll
variables
Relationship of the M| Stepwise multiple linear 12 2, 90 R= 0.73, R* = 0.53, < 0.05 0.032 MI values can be predicted from a linear
with the environmental regression Adj R* = 0.43, F=5.175 combination of the chlorophyll and
variables temperature
Relationship of fecundity Stepwise multiple linear 12 2,90 R= 0.74, R* = 0.55, < 0.05 0.027 Fecundity values can be predicted from a
with the environmental regression Adj R® = 0.45, F=5.53 linear combination of the chlorophyll
variables and temperature
Relationship of the MI Stepwise multiple linear 12 2,90 R= 0.73, R”= 0.53, Adj 0.032 Ml values can be predicted from a
with the environmental regression R? = 0.43, F=5.175 linear combination of the
variables chlorophyll and temperature
Relationship of fecundity Stepwise multiple linear 12 2,90 R= 0.74, R*= 0.55, Adj 0.027 Fecundity values can be

with the environmental
variables

regression

R? = 0.45, F=5.53

predicted from a linear
combination of the chlorophyll
and temperature
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Fig. 1. Micrographs of gonadal stages of Arbacia stellata females: (A) immature, (B) growth, (C) pre-maturity I, (D) pre-maturity II, (E) maturity and (F) spawning. NP,
nutritive phagocyte; V, vesicles of dark colour; PO, pre-vitellogenic oocyte; L, lumen; VO, vitellogenic oocyte; RVO, residual vitellogenic oocyte.

increase in the number of nutritive phagocytes and a small num-
ber of primary oocytes (Figure 1F).

Males

The immature stage was characterized by the gonad lumen domi-
nated by a light network of nutritive phagocytes of pale colour with
small dark granules and vesicles; there were some spermatogonia
attached to the gonad walls (Figure 2A). In the growth stage, a
layer of spermatogonia and primary spermatocytes were located
along the gonad wall and columns of almost regular spermatocytes
are seen projected to the centre of each follicle. Remnant nutritive
phagocytes dominate the centre of the lumen, although the amount
of nutritive material had decreased (Figure 2B).

In the pre-maturity I stage, conspicuous columns of spermato-
cytes were projected towards the lumen. The spermatozoa began
to accumulate in the centre of the gonad. The number of nutritive
phagocytes decreased and was displaced from the centre to the
periphery (Figure 2C). The pre-maturity stage II had a similar

structure to that of the pre-mature I, but the gonad contained
free spermatozoa in the centre. The columns of spermatocytes
were constant (Figure 2D).

In the maturity stage, the gonad was filled with densely packed
spermatozoa. The spermatogenic layer became thin or disap-
peared. Nutritive phagocytes were located towards the periphery
of the gonad, along the germinal epithelium (Figure 2E). In the
spawning stage, the gonad lumen was almost empty although
small clusters of spermatozoa and nutritive phagocytes were
found. The gonad wall was very thin (Figure 2F).

Gonadosomatic and maturity indices

Oscillations of the GSI of females and males were similar during
the studied period. The annual mean (+SD) for females was 5.6 +
2.6, and 6.7 + 2.2 for males, which were not significantly different
(t=21,014.000, P = 0.100). However, the monthly variations were
significantly different (H = 143.406, df =11, P <0.001) (Figure 3).
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Fig. 2. Micrographs of gonadal stages of Arbacia stellata males: (A) immature, (B) growth, (C) pre-maturity |, (D) pre-maturity Il, (E) maturity and (F) spawning.
L, lumen; SP, spermatogonia; NP, nutritive phagocyte; PS, primary spermatocytes; S, spermatozoa; V, vesicles of dark colour; RS, residual spermatozoa.

The month when the maximum value (10.03 + 3.5) was observed
was April 2014 and the lowest value (1.7 +0.8) occurred in
December 2013. The interval of variation of GSI in each month
was relatively broad (Figure 3).

The trend of the MI during the sampling months was similar
in both females and males, although in December 2013 it was
observed that females and males showed an inverse trend.
Statistically no significant differences were found between sexes
(T=-0.656, df =22, P=0.518) (Figure 4).

The GSI and MI did not follow the same trend. During the
months when the GSI showed the highest values (March to
May 2014), the lowest MI values were recorded. Likewise, the
months when the highest values of MI were observed
(November, December and January of 2013 and from July to
October of 2014) were also the months in which the GSI exhibited
the lowest values (compare Figures 3 and 4).

Gametogenic cycle

The gametogenic cycle of Arbacia stellata is semi-continuous
since a high asynchrony was observed among individuals and
within the gonad in any of the months studied, for both sexes.
Several gonadal stages were represented in the sampled indivi-
duals and even in the same gonad of each individual.

In females, the month in which a higher proportion of
spawned urchins were observed (88.9%) was December 2013.
Soon after, stages of immature and growth began to appear,
with February 2014 being the month with the highest representa-
tion of these stages (25 and 41.7%, respectively). March and May
2014 were mainly represented by the stage of pre-maturity I (62
and 41%, respectively). As of June 2014, the stages of pre-maturity
II and maturity began to be more representative; with August
being mostly represented by the maturity stage (85.7%), and in
September 2014 the spawning stage began to appear (Figure 5).
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In males, the maturity stage was present in most sampling
months (June to October 2014), with the exception of April
and May 2014, with August having the highest incidence (82%).
The spawning stage was observed in different months including
November 2013, January, February, June, September and
October 2014. The pre-maturity I stage was also present in
most sampling months, except for January 2013 and August
2014. The pre-maturity II stage was observed during all sampling
periods. The immature stage was present from December 2013 to
February 2014, with a higher incidence in December (33%). The
growth stage started to be evident from December 2013 to May
2014, mostly represented in April (44%) (Figure 5).

Size structure of oocytes
Females showed a continuous production of pre-vitellogenic and
vitellogenic oocytes. The most frequent size was the 80 um

interval and in all months this size coincided with the mean
diameter of vitellogenic oocytes (85.9+9.3 um). The second
most frequent size was 60 um, which corresponds to the mean
diameter of pre-vitellogenic oocytes (54.0 +8.5 um). This was
also observed in December 2013 and January 2014, when the
number of gametes in the gonads was low. The maximum size
of vitellogenic oocytes in the sampling area was 102.6 £ 9.8 um
(Figure 6).

Fecundity

Mean fecundity (+SD) was estimated at 1.7 x 10° £ 9.4 x 10° vitel-
logenic oocytes per female. Statistically significant differences
were observed among months (H =45.445, df 11, P <0.001).
Months that showed significant differences were April 2014
with November 2013; December 2013 with September and
October 2014; and January 2014 with December 2013 and
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Fig. 5. Gametogenic cycle of females and males of Arbacia stellate in Punta Banda, BC, Mexico. On each x-axis, the first two months Nov. and Dec. correspond to

the year 2013 and the following January-October to the year 2014.

September 2014. The ranges of fecundity values within months
were relatively broad (Figure 7).

Environmental variables

Minimum values of SSW occurred from November 2013 to
February 2104, with the lowest value in December 2013 (15°C).
From March 2014, the temperature began to increase to a max-
imum value in July 2014 (23°C). From August 2014, temperature
began to descend again. Maximum values of light hours were
reached from May to June 2014, and from August values started
to decrease. The minimum values were recorded from November
2013 to January 2014, with the lowest value in December
(Figure 8A). Mean monthly values of chlorophyll a started to
increase from March 2013 and showed the maximum value in

April 2014, then decayed progressively until reaching the min-
imum value in September (Figure 8B). Net primary production
started to increase from May 2014 reaching its maximum value
in June and started to decline in August to its minimum value
recorded in February 2014 (Figure 8B).

The multiple linear regression (MLR) analysis of the GSI with
the environmental parameters was solved in one step (GSI=
3.363 + (1.833 x chlorophyll)) and indicated that the total vari-
ation explained for the GSI in terms of the selected variable
(chlorophyll) was 50%, with a multiple correlation value of 0.70
and a P level <0.05. In the case of MI, the MLR model was solved
in two steps (MI=1.574+ (0.154 x temperature) - (0.367 x
chlorophyll)). The total variation explained by the selected vari-
ables was 53%, with a multiple correlation value of 73% and a
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Fig. 6. Frequency distribution of the oocyte diameter of Arbacia stellata (November 2013-October 2015) in Punta Banda, BC, Mexico.

P level <0.05. For fecundity the MLR analysis was also solved in
two steps: Fecundity = —1,422,366.292 + (777,496.760 X chloro-
phyll) + (102,199.394 x temperature). The total variation ex-
plained with the selected variables was 55%, with a multiple
correlation value of 0.74 and a P level <0.05.

Discussion

In the sampling area Arbacia stellata was gonochoric, with a semi-
continuous reproductive cycle for both sexes and partial spawning

throughout the year. The minimum GSI value recorded in
December 2013 recovered significantly faster in subsequent
months, when the highest proportion of urchins at immature
(Stage I) and growth (Stage II) stages was observed.

GSI has been widely used to evaluate reproduction, however, it
is not sufficient to describe the cycle in echinoids because the
increase of gonads not only corresponds to size and number of
gametes, but also to somatic cells, phagocytes or storage of nutri-
ents (Walker et al., 1998, 2007; Ebert et al., 2011). For A. stellata,
high GSI values not only reflect gamete abundance, but also the
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increase of nutrients in immature urchins and germ cells in
portions of the gonad at the growth stage (Stage II) of develop-
ment. According to the MLR analysis, GSI has a positive relation-
ship with chlorophyll, so the increase in its value at the beginning
of the year and its maximum value in April (spring) could
indicate a nutrient assimilation during spring. During this period,
the maximum values of chlorophyll were recorded and corres-
pond to the time when upwelling occurs near the sampling site
at Punta Banda (Durazo, 2015; Oliva-Méndez et al, 2018),
therefore this high availability of nutrients was reflected in the
thickening of the gonad rather than in the proliferation of
gametes.

The broad monthly variations of the GSI may indicate intra-
population variability in the development of the gonads. This
feature was observed in both females and males, so we suggest a
synchrony between sexes.

The MI had a positive relation with temperature and a negative
relation with chlorophyll a. Its values started to increase at the
beginning of the summer when higher temperatures prevail,
chlorophyll a starts declining, and the peak of NPP is reached.
On the other hand, maximum values are reached in autumn
(when temperature starts descending) and are maintained until
the beginning of winter. However, MI in females showed its max-
imum value in December 2013, with a large percentage of indivi-
duals in the spawning stage, this being the month with the highest
reproductive activity for females, despite being the coldest month
of the study period (15°C). This condition was also reported for
the sand dollar Dendraster excentricus, in which the main gamete
maturation apparently occurs during the winter (December-
February) at temperatures close to the lowest recorded in the
Punta Banda estuary (14-18°C) (Olivares-Bafiuelos et al., 2012).

Although the sequence of oogenesis in A. stellata was similar
to that described for other echinoids (oogenesis started with pri-
mary germ cells that developed through several vitellogenic stages
and produced eggs) (Pearse & Cameron, 1991), no synchrony was
observed in the development of the gonad, where from two to
four stages of development within the same gonad were observed.
Likewise, pre-vitellogenic and vitellogenic oocytes were present in
almost all sampling months, with vitellogenic ones being the most
frequent, as reported by Wangensteen et al. (2013) for A. lixula in

the Mediterranean. Other authors who studied reproduction of
Arbacia also reported this characteristic (Kino, 2010; Epherra
et al., 2015).

Changes in the frequency of diameter distribution of oocytes
and eggs indicate the presence of an annual cycle in the produc-
tion of gametes. However, in A. stellata no oocyte growth
sequence could be detected throughout the year and a predomin-
ance of mature gametes was observed. This type of reproduction
has been observed in other species of echinoids, such as
Holopneustes purpurascens (Williamson & Steinberg, 2002),
Stylocidaris affinis (Holland, 1967), Paracentrotus lividus (Byrne,
1990), Arbacia lixula (Wangensteen et al., 2013) and Dendraster
excentricus (Olivares-Bafuelos et al., 2012).

Our results are in contrast with most of the echinoids that have
well-defined annual reproductive cycles, with predictable discrete
stages of development (Pearse & Cameron, 1991). On the other
hand, although mature individuals were observed throughout
the year, a stage of repose could be inconspicuous, indicating
that production of gametes requires a brief period of resting or
does not occur in some individuals. Pearse & Phillips (1968)
observed something similar for Echinometra mathaei on the
west coast of Australia, suggesting that this stage is likely to be
short or perhaps does not normally occur.

Semi-continuous gamete production of A. stellata with high
percentage of mature organisms from summer to winter, coincid-
ing with low seawater temperatures and short days, is in contrast
with what would be expected of populations in temperate regions
of the northern hemisphere. Reproductive cycles tend to be more
synchronized with increasing distance from the equator, and sea-
sonality becomes more pronounced (Pearse, 1968, 1970).
Seasonality of reproduction is also synchronized to maximize
the survival of spawning, exposing the larvae to more favourable
conditions for development (Giese & Pearse, 1974; Benitez-
Villalobos & Martinez-Garcia, 2012; Benitez-Villalobos et al.,
2015).

Most intense spawning of A. stellata during summer, autumn
and early winter may have evolved to avoid the spring upwelling
season, which brings the rising of carbon-enriched water (DIC)
and low pH (~7.8) (Feely et al., 2008; Cervantes-Diaz et al.,
2013). This could negatively affect calcification of pluteus larvae
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Fig. 8. Annual variation of the mean values: (A) photoperiod and temperature; (B) chlorophyll @ and net primary production in Punta Banda, Baja California,
Mexico. On each x-axis, the first two months Nov. and Dec. correspond to the year 2013 and the following January-October to the year 2014.

of sea urchins (Stumpp et al, 2011; Dorey et al, 2013).
Additionally, the correlation of GSI with chlorophyll 4, and the
opposite in the MI, may indicate the accumulation of nutrients
in the gonad during the spring ensuring that gametogenesis and
spawning coincide with non-upwelling periods, when low salinity
and high pH (~8) prevail in the area (Cervantes-Diaz et al., 2013).
These water conditions could greatly favour larval development,
ensuring maintenance of A. stellata populations.

A semi-continuous reproduction pattern allows individuals to
reproduce when they find a suitable signal, considering also, that
they can mature different cohorts of gametes in the same gonad.
Then, new recruits can enter the population during the most
intense period and/or through small breeding events during the
year (Williamson & Steinberg, 2002). This reproductive activity
throughout the year, with other ecological adaptations of recruits
and juveniles, could explain the increasing abundance of A. stel-
lata in the study area.

Arbacia stellata is moving northward in the California region,
increasing its abundance. Engle & Richards (2001) reported the

occurrence of A. stellata in Channel Islands, California, and con-
cluded warmer waters probably brought the larvae during El Nifio
1997-1998. They proposed that the absence of juveniles and pres-
ence of larger individuals in Laguna Beach populations suggest
that the animals are older and possibly come from previous
recruitment events. We suggest this species reproduces continu-
ously during most of the year in Baja California, with the highest
intensity during the coldest period. This observation supports the
hypothesis that larvae of A. stellata in southern California were
able to recruit during warmer periods. Species with wide distribu-
tions could adapt aspects of their life history to the local condi-
tions. Reproduction and optimal development of larvae are
important aspects of these important life history features
(Stearns, 1992, 2000). Byrne et al. (1998) found that the pattern
of spawning may vary among localities and years. Because A. stel-
lata has a wide distribution in the Pacific, reproduction of particu-
lar populations could vary with conditions in each locality. For
Arbacia stellata in its northern distribution, the possibility of an
extended reproductive season could have strong implications for
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its dispersal, permanent presence and possible impacts in this
region.
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