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Resumen

El erizo de mar Arbacia stellata puede habitar en ecosistemas estuarinos, pero
se desconoce la salinidad critica en las etapas iniciales de vida para su cultivo.
Para ello se evalué el porcentaje de fertilizacion, desarrollo embrionario y
supervivencia de A. stellata en cuatro salinidades (ups): 5, 10, 20 y 32 (control).
Los gametos se obtuvieron de erizos adultos via inyeccion intraceléomica de 0,55
M de KCI. Los estadios de desarrollo embrionario fueron registrados mediante
fotomicrografias desde la fertilizacion hasta larva prisma. El control presento
100% de fertilizacion y supervivencia, cuyo desarrollo embrionario se completo
en 20 horas hasta la fase de larva prisma. En contraste, el porcentaje de
fertilizacion disminuyo entre Sy 10 ups (<70%) y hubo retraso en el desarrollo
embrionario (fase de gastrula >24 h) sin formacion de larva prisma. Los
resultados sugieren que salinidades por debajo de 10 ups son criticas para el
desarrollo embrionario de A. stellata. Esta informacion es clave para una
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acuicultura viable de este erizo de mar cuando se utiliza agua de estuario en
ecosistemas tropicales.

Palabras clave: Estenohalino, embrién, blastula, gastrula, estuario, larva
prisma.

Abstract

The sea urchin Arbacia stellata can be found within estuarine ecosystems, but
the critical salinity in the initial stages of life for its cultivation is unknown.
Therefore, the percentage of fertilization, embryonic development and survival
of A. stellata was evaluated in four salinities (ups): 5, 10, 20 and 32 (control).
Gametes were obtained from adults via intracoelomic injection of 0.55 M KCI.
The stages of embryonic development were recorded by photomicrographs from
fertilization to prism larvae. Control showed 100% fertilization and survival,
whose embryonic development was completed in 20 hours until the prism larva
stage. In contrast, fertilization percentage decreased (<70%) between 5 and 10
ups, and there was delay in embryonic development (gastrula phase > 24 h)
without prism larvae formation. The results suggest that salinities below 10 ups
are critical for the embryonic development of A. stellata. This information is key
to a viable aquaculture of this sea urchin when using estuarine water in
tropical ecosystems.

Keywords: stenohaline, embryo, blastule, gastrule, estuary, aquaculture.

Introduccion

La produccion acuicola de erizos de mar a nivel mundial ha tenido un repunte
importante en la Gltima década por el aumento en la demanda del consumo de
gonadas en fresco y extraccion de sustancias nutra- y farmacéuticas (Archana
& Babu, 2016; Cirino et al., 2017; Lawrence, 2020). En Latinoamérica, la vision
de desarrollar una acuicultura marina diversificada esta en busqueda de
nuevas especies con alto potencial (FAO, 2016; Pullin, 2017; Sonnenholzner-
Varas et al.,, 2018), lo cual apunta a organismos con caracteristicas idoneas
para un cultivo factible. Una especie candidata para este proposito es Arbacia
stellata (Blainville, 1823), la cual presenta atributos biologicos de interés, tales
como alta capacidad de reproduccion y crecimiento rapido (Lawrence, 2020).
Ademas, posee amplia distribucion en el Pacifico oriental y puede habitar
ambientes costeros asociados a estuarios desde Baja California-México hasta el
norte del Peru (Burcham y Caruso, 2015; Lessios et al. 2012).

La embriogénesis en los erizos de mar comprende una serie de procesos
moleculares y celulares altamente sensibles al estrés ambiental, especialmente
provocados por cambios de salinidad. Estudios previos reportan que bajas
salinidades pueden retrasar el desarrollo de embriones de distintas especies de
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equinoideos (Dupont & Throrndyke, 2009; Carballeira et al., 2011; Russell,
2013; Abdel-Raheem, 2015; Diaz-Martinez et al.,, 2019; Leobarda-Margarita et
al., 2019). A pesar que A. stellata puede habitar en ambientes estuarinos, se
desconoce el rango de salinidad optimo que puede tolerar durante su desarrollo
embrionario temprano. Esta informacion es necesaria cuando se busca
desarrollar cultivos de la especie en ambientes tropicales, sobre todo donde el
abastecimiento de agua presenta fluctuaciones de salinidad marcadas por la
estacionalidad. Por lo tanto, conocer su embriogénesis bajo condiciones
experimentales moduladas por gradientes de salinidad es relevante para sumar
informaciéon a los paquetes tecnologicos para su promocion acuicola.

El presente estudio tiene el proposito de medir el efecto del descenso de la
salinidad sobre el desarrollo embrionario y supervivencia del erizo de mar A.
stellata, desde la formacion de cigoto hasta larva prisma.

Metodologia
Recoleccion y aclimataciéon de organismos

Se recolectaron erizos de mar adultos Arbacia stellata (n=20; diametro de testa
promedio: 5,2%1,2 cm) desde una plataforma de madera flotante (facilidad
pesquera) localizada en el estuario del Rio Cojimies (80° 1' 59.99" O, 0° 22
59.99" N), Manabi-Ecuador. Los erizos de mar fueron transportados en un
recipiente isotérmico con agua de mar (25,0 £ 1,0 °C; pH 8,0 — 8,1; 32 ups)
hasta el laboratorio y fueron colocados en un estanque de fibra de vidrio de S00
L con agua de mar filtrada (AMF), a una densidad de 1 animal por cada S0
litros y alimentados con trozos de cefalotérax de camarén Litopenaeus
vannamei en condicion ad lbitum. Los erizos fueron acondicionados en un
fotoperiodo 12 Luz:12 oscuridad por siete dias.

Obtencién de gametos

Se indujo el desove mediante aplicacion de cloruro de potasio (KCl) 0,55 M en la
cavidad celomica, por puncion directa a través de la membrana peristomial
(Strathmann 1987). Los oocitos (color rojo carmesi, esféricos de 75 um) y
espermatozoides (blanco cremoso con alta movilidad) fueron filtrados para
eliminacion de impurezas en una malla Nytex de 30 pm, y posteriormente
recolectados en un envase de vidrio de 300 mL con agua de mar (32 ups) estéril
con luz ultravioleta y filtrada a 0,45 pm.

Viabilidad de gametos

La viabilidad celular de los gametos se comprobo mediante del uso de azul de
tripano (AT) al 0,4% (Strober, 2001). Los rangos de porcentaje de viabilidad
celular oscilaron entre 98 y 100%.

Fertilizaciéon y desarrollo embrionario

Para evitar la poliespermia, se utilizo una dilucion (1:9 mL) de espermatozoides
en agua de mar de un solo individuo macho y se mezclaron con oocitos
obtenidos de tres hembras. Se usé una proporcion de 20 espermatozoides por
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cada oocito en recipientes de vidrio de 500 mL. El porcentaje de fertilizacion se
determino en cada salinidad en un lapso de 10 min, al contar el numero de
huevos versus oocitos no fecundados en un total de 100. El tiempo en cada fase
de desarrollo se estimo6 en trecientos huevos fecundados por tratamiento hasta
que alcanzaron el estadio prisma. Se recolectaron alicuotas con
aproximadamente 30-50 embriones para caracterizar el desarrollo embrionario
por tratamiento. El seguimiento fotografico se realiz6 con una camara marca
Nikon adaptada a un fotomicroscopio compuesto Axiscop (Carl Zeiss). Se midio
el diametro de los embriones hasta gastrula y el largo del brazo post-oral en
larva prisma, segin lo sugerido por Scholtz et al. (2013) y Rahman et al. (2015).
Para estimar las medidas de longitud se implemento el programa Motic Imagen
Plus 2.0.

Porcentaje de supervivencia

Se estim6 la supervivencia mediante el empleo de una camara Neubauer, a
través de conteo de la viabilidad del embrion usando AT. El conteo se realizo a
las OOh30 min, 01h30 min, 02h30 min, 18h00, y 20h00.

Diserio experimental

Se consideraron cuatro tratamientos de salinidad (ups): 5, 10, 20 y 32. El
control fue agua de mar (32 ups) filtrada y estéril. Se consideraron tres
repeticiones por tratamiento. El desarrollo embrionario fue seguido por 30 h,
desde cigoto hasta larva prisma. La salinidad se determindé mediante un
refractometro manual marca Isolab. El procedimiento seguido en este estudio
fue ético en el uso de los animales vivos para experimentacion (Rubilar &
Crespi-Abril, 2017; ASAB/ABS, 2018).

Andalisis Estadistico

El test de Shapiro-Wilk y Levene se empledé para evaluar las suposiciones de
normalidad y homocedasticidad, respectivamente (Sokal & Rohlf, 2012). Se
utiliz6 un analisis de varianza de una via y el test de Tukey como prueba de
rangos maultiples. Las diferencias estadisticas entre las medias de los
tratamientos fueron probadas con un alfa de 0,05.

Resultados

Fecundacion

El porcentaje de fecundacion mostro diferencias significativas entre los
tratamientos de salinidad (F=3,23; p<0,05). Los promedios mas altos de
fecundacion fueron encontrados en el control (90-96%) y 20 ups (88-95%). El
promedio mas bajo fue 69% en 5 ups (Tabla I).

Desarrollo embrionario y larva prisma

El desarrollo embrionario desde cigoto hasta larva prisma del erizo de mar A.
stellata es presentado en la Figura 1. Entre la segunda y cuarta division celular
del desarrollo embrionario, el diametro oscilo entre 75,5 y 86,8 pm. Las
blastula y gastrula presentaron diametros entre 85,8 y 88,1 um,
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respectivamente. No hubo diferencias entre los tratamientos (F=1,32; p>0,05;
Tabla II). Es de notar que posterior a la fecundacion, la primera division celular
ocurrio entre los 20 a 30 min. La formaciéon de 4 células ocurrié en 01h30 min
y el clivaje a 8 células ocurri6 a las 03h30 min. Los estadios de moérula-blastula
ocurrieron entre 6 y 8 h y la gastrula de 12 a 14 h (Tabla III). El desarrollo
embrionario fue retardado en salinidades de 10 y 5 ups (tiempo promedio
mayor de 28 h). Los estadios de gastrula y larva prisma no ocurrieron en S ups.

Las mediciones de la longitud del brazo post-oral de la larva prisma fueron
entre 89,1 y 92,4 um en salinidades de 20 y 32 ups, respectivamente. En
salinidades de 10 y 5 ups los embriones no llegaron a la fase de larva prisma.
No hubo diferencias significativas entre los tratamientos (F=1,32; p>0,05, Tabla
II). Larva prisma se desarrolld entre 18 y 20 h en salinidades de 32 y 20 y oscilo
entre 20h 30 min y 24h 10 min, en salinidades de 10 y 5 (Tabla III).

Supervivencia

La mayor supervivencia (80-90%) se registro en las salinidades de 20 y 32 ups
durante el desarrollo embrionario y larva. En salinidades de 10 y 5, la
supervivencia disminuyé de modo progresivo desde el primer clivaje celular
hasta formacion de la gastrula temprana (F= 32,33; p<0,001) (Figura 2).

Discusion

Los resultados de este estudio sugieren que la salinidad es un factor
fundamental para el 6ptimo desarrollo embrionario temprano y supervivencia
de la larva de A. stellata en condiciones de laboratorio. Salinidades mayores a
20 ups permiten alta supervivencia (80 %) y 6ptimo desarrollo embrionario. Sin
embargo, una condicion por estrés hiposalino causado por salinidades
inferiores a 10 gener6 retraso en el desarrollo normal de los embriones y
disminucion de la supervivencia; incluso sin alcanzar la formacion de larvas
prisma. Este hallazgo muestra la sensibilidad de los embriones a
concentraciones de baja salinidad, caracteristicos de una especie estenohalina.

Bressan et al. (1995) mencionaron que la salinidad afecta directamente a la
supervivencia y desarrollo embrionario en equinodermos. Se ha evidenciado
cambios en el desarrollo embrionario a variaciones de la salinidad en especies
afines tales como la estrella de mar Luidia clathrata (Forcucci & Lawrence,
1986), el erizo de mar Sterechinus neumayeri (Cowart et al., 2009) y la galleta de
mar Echinarachnius parma (Allen & Pechenik, 2010). La baja supervivencia de
larvas prisma en salinidades por debajo de 10 ups parece ser una respuesta
comun entre distintas especies de erizos, tanto tropicales como subtropicales.
Asi se ha denotado en Echinometra lucunter (Metaxas, 1998; Ghorani et al.,
2012), Salmacis sphaeroides (Sarifudin et al., 2013), Lytechinus variegatus
(Roller & Stickle, 1993). Adicionalmente, se conoce también que condiciones
hipersalinas tienen efectos sobre el tiempo de desarrollo de embriones de
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algunas especies de erizos de mar, tales como ocurre en Echinocardium
cordatum (Kashenko, 2007).

El descenso en la proporcion de huevos fecundados de A. stellata en
salinidades menores a 10 ups pudiera estar relacionado con una posible
disminucion de la capacidad de movilidad espermatica ocasionada por estrés
osmotico, y a la vez, perturbaciones de los mecanismos de regulacion osmotica
en los oocitos fecundados. La mortalidad de los cigotos, al menos después de la
primera media hora, increment6 gradualmente a partir de las salinidades mas
bajas, por debajo de 5 ups.

La formacion de la larva prisma se logro entre las 19 a 20 h posteriores a la
fertilizacion en los tratamientos de 32 y 20 ups. Sin embargo, fue evidente la
inhibicion en la formacion de larva prisma (~28-30 h) en los tratamientos de
baja salinidad. Similarmente a la salinidad, algunas investigaciones han
demostrado que otros factores tales como los cambios de pH y temperatura
generan efectos adversos sobre la fertilizacion y el desarrollo temprano en
equinoideos (Olaechea et al., 2006; Dupont et al., 2008; Dupont & Thorndyke,
2009, Gonzalez-Delgado et al.,, 2014). En Paracentrotus lividus se ha
demostrado efectos antagonicos sobre la fertilizacion y el desarrollo temprano
producidos por el calentamiento del agua, que tienden a acelerar estos
procesos, y la acidificacion a retrasar su desarrollo (Sala & Zabala, 1996; Diaz-
Pérez & Carpizo-Ituarte, 2011). Los hallazgos de esta investigacion muestran
que es factible utilizar rangos de salinidades entre 20 y 32 ups para el normal
desarrollo de los embriones de A. stellata. Al mismo tiempo, se crea la
expectativa de investigar los posibles efectos en el desarrollo de etapas larvarias
maduras y metamorfosis.

Conclusiones

Las salinidades entre 20 y 32 ups favorecen el desarrollo y supervivencia de los
embriones (desde blastula hasta alcanzar la fase de larva prisma) del erizo de
mar A. stellata. Sin embargo, la salinidad de 10 ups retarda el desarrollo y
supervivencia de los embriones y en S5 ups no se forma larva prisma. La
salinidad es un factor determinante para el cultivo del erizo de mar A. stellata
en ambientes de estuarios.
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Salinidad (ups)

32 20 10 5
Fertilizacion (%) 95,6+4,1 91,5+£3,5 84,0+6,1 80,0+10,5*
Rango 90-98 88-95 80-92 69-90

Tabla 1. Porcentaje y rango de fertilizacion de oocitos (+ desviacidn estandar) del erizo de mar Arbacia stellata a
distintas salinidades. (*) significancia p<0,05 con respecto al control.

Salinidad (ups)

Fase 5 10 20 32

2da. Divisién 79,5+0,08 75,5+0,03 78,10+ 0,04 76,7+0,03
4ta. Division 86,20+0,05 84,20+0,15 83,20+0,05 86,83+0,06
Blastula 88,08+0,11 88,10+0,10 85,80+ 0,05 87,33+0,04
Gastrula 89,0+0,05 87,20+0,15 86,10+0,09 87,86+0,08
Prisma - - 89,10+0,10 92,40+0,08

Tabla I1. Didmetro del embrién (desde segunda division hasta gastrula) y longitud del primordio del brazo post-oral
de larva prisma. (-) no alcanzaron esta etapa.
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Figura 1. Embriogénesis hasta la formacion de la larva prisma del erizo de mar Arbacia stellata. (A) Formacion de
la membrana de fertilizacion, (B) 2 células, (C) 4 células, (D) 8 células, (E) 16 células, (F) blastula, (G) gastrula

temprana, (H y 1) Larva prisma. Barra de escala= 25 um.

Salinidades (ups) 2 da Divisién 4ta Division Blastula Gastrula Prisma
32 1 h 47 min 2 h 32 min 3 h 31 min 19 h 20 min 20 h 30 min
20 1 h 49 min 2 h 45 min 3h 41 min 19 h 34 min 24 h 10 min
10 2h 10 min 2 h 58 min 4 h 50 min 23 h 50 min 28 h 30 min
5 2h 29 min 3 h 10 min 4 h 30min - -
Tabla I11. Estimacién del tiempo trascurrido en las etapas de desarrollo embrionario del erizo de mar Arbacia

stellata a distintas salinidades. (-) no fue alcanzada la etapa.
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Figura 2. Supervivencia de embriones del erizo de mar Arbacia stellata sometidos a distintas salinidades. Las barras
representan la desviacién estandar.
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