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RESUMEN

La reproduccién es el principal proceso de mantencion de las poblaciones porque aumenta la
variabilidad genética. Los erizos de mar tienen con fecundacion externa, donde posteriormente
ocurrira la diferenciacion celular hasta larva pluteus. El desarrollo larval de los erizos de mar ha
sido muy estudiado gracias al bajo costo y a la facil obtencion, visualizacion y manipulacion de
sus embriones. Arbacia spatuligera es un erizo que habita en las costas chilenas y sin valor
comercial, con un enfoque de unidad experimental en bioensayos como bioindicador. Por lo
general, los equinodermos son utilizados como indicadores bioldgicos debido a su alta
sensibilidad a un amplio rango de contaminantes. Sin embargo, hay factores ambientales que
afectan diferentes aspectos de los organismos, como lo puede ser la temperatura. El presente
informe tiene como objetivo el describir el desarrollo embrionario de A. spatuligera a distintas
temperaturas de incubacion (12°C y 20°C) mediante protocolos estandarizados. Para ello se
realizo la obtencion y calificacion de gametos en machos y hembras para asegurar una correcta
fecundacién para llevar a cabo la observacion de las etapas dominantes del desarrollo larval a
las 24, 48, 72 y 96 horas del tiempo de incubacion y asi determinar la proporcion de los
principales morfotipos. Los resultados indican que el desarrollo embrionario se acorta a la
temperatura de incubacién de 20°C, alcanzando etapas mas avanzadas en tiempos mas
préximos. Esto es debido a que la temperatura es afectada por el metabolismo, donde a mayor
temperatura, mayor serd la tasa metabdlica. Estudios plasman que mientras mayor sea la
temperatura, menor seré la duracién del periodo larval de las especies. Por ello es por lo que la
descripcidn del desarrollo embrionario de Arbacia spatuligera tiene importancia para establecer
los tiempos Gptimos de exposicién para una correcta determinacion de los efectos que se estan

evaluando.

Palabras clave: Bioensayo de toxicidad, ciclo de vida, erizos de mar, fecundacion, prueba de

toxicidad.
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ABSTRACT

Reproduction is the main survival process over time for populations because it increases genetic
variability. Sea urchins have external fertilization, where cellular differentiation occurs until the
pluteus larval stage. The larval development of sea urchins has been extensively studied due to
the low cost and easy of obtaining, visualizing and manipulating their embryos. Arbacia
spatuligera is a sea urchin specie found along the Chilean coasts and has no commercial value,
being mainly used as an experimental unit in bioassays. Echinoderms are commonly used as
biological indicators due to their high sensitivity to a wide range of contaminants. However,
environmental factors, such as temperature, can affect various aspects of the organisms. This
report aims to describe the embryonic development of A. spatuligera under different incubation
temperatures (12°C and 20°C) using standardized protocols. For this, gametes were obtained
and evaluated from males and females to ensure proper fertilization, followed by the observation
of dominant larval development stages at 24, 48, 72 and 96 hours of incubation to determine the
proportion of the main morphotypes. The results indicate that embryonic development is faster
at the 20°C incubation temperature, reaching more advanced stages at shorter times. This is
because temperature affects metabolism, with higher temperatures leading to higher metabolic
rates. Studies show that as temperature increases, the duration of the larval period decreases.
Therefore, the description of embryonic development in A. spatuligera is important for

establishing optimal exposure times for accurately determining the effects being evaluated.

Key words: Fertilization, life cycle, sea urchins, toxicity bioassay, toxicity testing.
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INTRODUCCION

La reproduccidn el principal proceso que asegura la mantencion de las poblaciones a
través del tiempo e incluso la recuperacion de algunas que fueron perturbadas. Este proceso
asegura la variabilidad genética y aumenta el area de distribucion de las especies (Metaxas
2020). Ciertos grupos de animales tienen ciclos de vida que incluyen una etapa larval no
reproductiva, caracteristica dominante en animales tales como las esponjas, moluscos y

equinodermos (Degnan & Degnan 2023).

Los erizos de mar son invertebrados marinos clasificados dentro de la clase Echinoidea,
phylum Echinodermata. Estos son importantes por su rol en las redes troficas y por la capacidad
de modificar el sustrato, ademéas de ser muy abundantes (Olascoaga et al. 2023). Los erizos de
mar son organismos con fecundacion externa y presentan un desarrollo embrionario durante el
cual podemos identificar diferentes morfotipos como: mérula, blastula, gastrula, prisma y la
larva plancténica pluteus (Fuentes & Barros 2000). El desarrollo embrionario comienza con la
division constante hasta la etapa de 64 células o moérula, después en el embrion se empieza a
formar el blastodermo (o ectodermo) lo que se denomina blastula. Posteriormente, ocurre el
proceso de gastrulacion, el cual resulta de una invaginacion del ectodermo que dara lugar a la
siguiente etapa: la gastrula. En esta etapa es donde comenzaré el desarrollo del sistema digestivo
y esquelético (esqueletogénesis) para dar origen a las siguientes dos etapas: larva prismay larva
pluteus (Vacquier 2011). En esta fase del desarrollo embrionario la larva cuenta con un sistema
digestivo desarrollado y brazos que le permite movilizarse y alimentarse (Mattaliano 2020), y

pueden sobrevivir hasta 72 horas sin alimento (Fenaux et al. 1985).

El desarrollo embrionario de erizo de mar ha sido muy estudiado debido a que, por su
morfologia, es facil de visualizar y manipular. Sus embriones se obtienen facilmente en
condiciones de laboratorio, donde se obtienen larvas pluteus en un periodo de 48 horas
aproximadamente, con pequefias variaciones entre especies (Bonaventura et al. 2021). Ademas,
para realizar experimentos con estos organismos no se necesitan sistemas ni equipamientos

costosos, 1o que es una ventaja para su amplia utilizacion (Khurrum et al. 2004).

Los bioensayos son técnicas utilizadas para evaluar cambios bioldgicos, sobre todo

internos, de los organismos y que tienen un enfoque en procesos de nivel celular (EPA, 2018)



donde se utilizan diferentes tiempos de exposicion para evaluar diferentes respuestas, incluida
la sobrevivencia, reproduccién y crecimiento (Picone et al. 2016). Los erizos de mar se han
utilizado como bioindicadores por mas de 150 afios debido a su alta frecuencia y gran volumen
de desove (Laruson etal. 2018). Los equinodermos son frecuentemente elegidos como
indicadores biolégicos debido a su extensa distribucién, desarrollo meroplancténico, répida
respuesta y la alta sensibilidad de su larva planctonica a un amplio rango de contaminantes
(Morroni et al. 2016) como metales (Novelli et al. 2003; Pinsino et al. 2010, 2011, 2014),
productos farmacéuticos (Aguirre et al. 2015). Ademas, los equinodermos se utilizan como
bioindicadores para evaluar matrices ambientales complejas como agua y sedimentos marinos
(Beiras et al. 2003; Kobayashi & Okamura 2004; Cesar et al. 2009; Khosrovyan et al. 2013).

La reproducciéon de los erizos de mar es afectada por distintos factores como la
distribucion, época del afio y alimento (Zhao et al. 2024). La temperatura es uno de los factores
abioticos que més afectan directamente la regularidad de este tipo de procesos bioldgicos
(Spanopoulos et al. 2005). Los invertebrados marinos bentdnicos, sobre todo los equinodermos,
son sensibles a las temperaturas del agua situadas por sobre aquellas consideradas habituales en
los ambientes que habitan. Estas mayores temperaturas pueden afectar su supervivencia y
distribucion (Rupp 1973). Ademas, se ha descrito que las fases méas tempranas del desarrollo
embrionario son las mas vulnerables al estrés provocado por la variacion de la temperatura
(Hammond & Hofmann 2010). Esta variacion provocaria la aparicién de anomalias en el
desarrollo de los individuos, sin embargo, estas anomalias también se originan por baja calidad
de los gametos, presencia de sustancias extrafias en el cuerpo de agua, entre otros (Gambardella
et al. 2021).

En este sentido el ensayo de toxicidad con embriones de erizo de mar ha sido ampliamente
usado como una herramienta confiable, sensible y de bajo costo para evaluar la toxicidad de un
amplio rango de compuestos contaminantes y matrices naturales (Morroni et al. 2016). Asi la
mayoria de estos estudios utilizan protocolos basados en métodos estandarizados (USEPA 2002)
con ligeras diferencias en las caracteristicas y duracion del ensayo que dependen de la especie

de erizo de mar expuesto y las condiciones de laboratorio, como la temperatura de incubacion.



Probleméatica General

La especie Arbacia spatuligera tiene una distribucion que abarca desde Peru hasta el sur
de Chile y habita en la zona submareal hasta una profundidad de 30 metros. En Chile esta especie
no tiene valor comercial, y su principal enfoque es su utilizacion como objeto de estudio en
bioensayos (Millan et al. 2019), donde se utiliza como especie de prueba en bioensayos de
toxicidad mediante protocolos desarrollados originalmente con especies de otras latitudes.
Actualmente el laboratorio de Ecotoxicologia del Centro Regional de Estudios Ambientales
CREA-UCSC realiza el protocolo denominado “Bioensayo de toxicidad cronica con Arbacia
spatuligera Parte B (estado larval) para sustancias quimicas, agua de mar, agua residual,
sedimentos marinos y sedimentos acuaticos (estuarinos)” (Procedimiento interno PT-06) el cual
estd acreditado bajo la norma NMX-EC-17025-INMC-2018 (ISO/IEC 17025:2017). Para este
ensayo se utilizan embriones de Arbacia spatuligera y se evalta su desarrollo embrionario hasta
larva pluteus a las 96 h post fecundacion, pero el desarrollo embrionario para esta especie no ha
sido descrito.

Problematicas Especificas

e Debido a que la metodologia del bioensayo requiere la observacién y conteo a 96 horas,
el desarrollo embrionario de Arbacia spatuligera no se ha descrito segtn sus fases y su
duracion en tiempos previos al establecido en el bioensayo.

e La metodologia es utilizada en especies de latitudes distintas, por lo que no se sabe con
claridad el proceso del desarrollo embrionario de Arbacia spatuligera a la temperatura

que supone el protocolo (20°C).



OBJETIVOS

Objetivo General

Realizar una descripcion del desarrollo embrionario de Arbacia spatuligera en condiciones de

laboratorio y evaluar el efecto de diferentes temperaturas de incubacion.
Objetivos Especificos

e OLl: Establecer la proporcion de los principales morfotipos del desarrollo embrionario de
Arbacia spatuligera durante los tiempos de incubacion de 24, 48, 72 y 96 horas segln la
temperatura del ambiente (12°C) en el periodo del bioensayo.

e 02: Determinar el efecto de diferentes temperaturas de incubacion (12°C: ambiente;
20°C: condicidn de laboratorio) sobre los distintos morfotipos del desarrollo embrionario
temprano de Arbacia spatuligera durante el tiempo de incubacion (24, 48, 72 y 96 horas).

e 0O3: Determinar el efecto de las temperaturas de incubacion (12°C: ambiente; 20°C:
condicion de laboratorio) en el porcentaje de larva pluteus durante el tiempo de
incubacién (24, 48, 72 y 96 horas)



METODOS

Obtencion y aclimatacion de individuos

Los erizos se obtuvieron a través de buceo autobnomo en Bahia Coliumo (localidad de
Dichato) (FIGURA 1), realizados por pescadores artesanales del sector. Una vez
desembarcados, los individuos fueron transportados, en seco en cajas isotérmicas, a la estacion
de Biologia Marina Abate Juan Ignacio Molina de la Universidad Catélica de la Santisima

Concepcion para su aclimatacion previa al ensayo.

‘Punm de extraccion

FIGURA 1

Punto de extraccion de los erizos.

El experimento se llevé a cabo en distintos grupos de organismos que se extrajeron entre
septiembre y noviembre del 2024. Se diferenciaron entre grupos y sets de desove, los grupos
correspondieron a las distintas fechas de extraccién y los sets a los dias de aclimatacién en la
estacion costera de la UCSC previo al desove (set 1, erizos con 3 dias de aclimatacion; set 2, 7

dias de aclimatacion).



Descripcion del ensayo

Para cada set de desove se seleccionaron 4 hembras y 4 machos adultos en condiciones
saludables y se indujeron al desove mediante la inyeccion de 1 6 2 ml de cloruro de potasio (KCI
0,5 M) en la zona oral de los organismos. Luego se esperaron 15 minutos hasta que se produjera
el desove (FIGURA 2).

FIGURA 2

Distribucion espacial de los erizos de Arbacia spatuligera en el desove.

Obtencion de espermatozoides

Una vez producido el desove se obtuvo una alicuota de solucion espermaética y se diluy6
en 10 ml de agua de mar control (FIGURA 3). Esta solucién de espermatozoides diluida fue
utilizada para evaluar la calidad de los gametos utilizando la movilidad como criterio de calidad.
Se utiliz6 una escala de 1 al 5 segin su movilidad y una vez comprobada, se colectaron los
espermatozoides de aquellos individuos con gametos de mayor movilidad (mejores condiciones)
y fueron almacenados juntos en un tubo de ensayo en seco sobre hielo (tubo stock).



FIGURA 3.

Gametos desovados de machos de Arbacia spatuligera.

Una vez obtenidos y clasificados los espermatozoides se realiz6 una dilucion seriada
(FIGURA 4) a traves de la adicion de 200 ul de espermatozoides a un tubo de ensayo con 10 ml
de agua de mar (tubo A) y se mezcl6. Seguido de ello, se agregaron 5 ml de la suspension de
espermatozoides del tubo A, a un tubo de ensayo con 5 ml de agua de mar (tubo B) y se mezclo.
De forma similar al paso anterior, se afiadieron 5 ml de suspension de espermatozoides del tubo
B a un tubo de ensayo con 5 ml de agua de mar (tubo C) y se mezcld. Luego se le afiadieron 5
ml de suspension de espermatozoides del tubo C a otro tubo de ensayo con 5 ml de agua de mar
(tubo D). Luego, al tubo C se le agregaron 5 ml de acido acético (10%) para inmovilizar a los
espermatozoides y facilitar el conteo, y establecer la concentracion de espermatozoides por ml
de solucion. Para determinar la concentracion de espermatozoides en la solucion de stock se
agregaron 1 ml del tubo C a un tubo con 4 ml de agua de mar (Tubo E) y se mezclé. Finalmente
se us6 una camara Neubauer bajo el microscopio para contar el nimero de espermatozoides y

asi lograr obtener una concentracion final de 5x10" espermatozoides*ml™.
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FIGURA 4

Proceso de dilucién seriada de la solucién espermatica.

Obtencion de évulos

En las hembras, al igual que en los machos, una vez transcurridos los 15 minutos luego de
la induccion al desove, se diluy6 una alicuota de gametos en 10 ml de agua de mar control
(FIGURA 5). Los o6vulos fueron evaluados segun su forma, ya sea esférica o irregular y su
capacidad de fecundacion. De esta forma se realizd una fecundacion de prueba utilzando los
Ovulos seleccionados segun su forma (esférica), y en el caso de no observar fecundacion la
hembra evaluada es descartada. Finalmente se utilizaron los 6vulos que presentan forma esférica
y fecundacion positiva. Se prepar6 una solucion de 6vulos a partir de la mezcla de los gametos
obtenidos de hembras seleccionadas. Posteriormente, se agregd 1 ml de la solucién de 6vulos a
un tubo de ensayo con 9 ml de agua de mar control y se utiliz6 una camara de conteo Sedwick-

Rafter bajo lupa para contar los dvulos y para alcanzar una densidad de 2.000 évulos*ml™.

FIGURA 5.

Gametos desovados de hembras de Arbacia spatuligera.



Fecundacion de gametos

Luego de obtener los gametos femeninos y masculinos de los organismos de
experimentacion se realizo la fecundacion. En un vaso de precipitado se prepard una solucién
de stock entre 300 y 500 ml (segun la cantidad de ml que se vayan a utilizar) con una densidad
de 2.000 évulos*ml?, luego se le agregd un volumen a partir de la solucion diluida de
espermatozoides para obtener una concentracion final de 5x107espermatozoides*ml? en la
solucion de dvulos. Se mezcld y se observo en el microscopio, transcurridos 15 a 20 minutos,
una submuestra para evaluar el porcentaje de fecundacion y, como criterio de aceptabilidad, se
espera que sea igual o mayor del 90%. Finalmente, se agregé 1 ml de évulos fecundados con
una pipeta repetidora a cinco tubos de ensayo con 8 ml de agua de mar control, por cada tiempo

de incubacion y temperaturas.
Fijacion y observaciéon de muestras

Los tubos de ensayo con dvulos fecundados fueron mantenidos en incubadoras a
temperaturas controladas a 12°C y 20°C paralelamente durante el tiempo establecido hasta su
observacidn. Se extrajeron los tubos de ensayo (n=5) transcurrido cada tiempo de incubacién
(24, 48, 72 y 96 horas post fecundacion), y fueron fijados con 300 pl de formalina al 10%. Luego
de la fijacion se extrajeron alicuotas de cada tubo para su observacién bajo microscopio 6ptico
con un aumento de 10X.

Caracterizacién de morfotipos

En cada una de las muestras observadas se identificaron los principales morfotipos del
desarrollo embrionario (24, 48, 72 y 96 horas post fecundacion), de A. spatuligera. De forma
preliminar se realiz6 un ensayo sélo a 12°C con una duracion mayor (168 horas) a la establecida
en el protocolo “Bioensayo de toxicidad cronica con Arbacia spatuligera Parte B (estado larval)
para sustancias quimicas, agua residual, agua de mar, sedimentos marinos y sedimentos
acuaticos (estuarinos)” acredito bajo la normal NMX-EC-17025-INMC-2018 (ISO/IEC
17025:2017), con el objeto de obtener resultados preliminares y facilitar la identificacion de los

principales estadios embrionarios al momento de la observacion y conteo de las muestras.



Evaluacion del efecto de la temperatura

Para evaluar el efecto de la temperatura de incubacion durante el desarrollo embrionario
en laboratorio se realizaron ensayos en paralelo con temperaturas de incubacion de 12°Cy 20°C,
correspondientes a la temperatura ambiente y la de protocolo de ensayo, respectivamente (Tabla
1). Esto debido a que en la época del afio cuando se realizo la investigacion (primavera, de
septiembre hasta noviembre de 2024) la temperatura del agua de mar (ambiente y aclimatacion)
era cercana a los 12°C (11,6°C especificamente). Mientras que los 20°C corresponden a los

grados de temperatura establecidos por la metodologia estandarizada del bioensayo.

TABLA 1

Disefio experimental.

TEMPERATURA TIEMPOS DE INCUBACION (HORAS)
(°C) 24 48 72 96
3 tubos de 3 tubos de 3 tubos de 3 tubos de
ensayo ensayo ensayo ensayo
5 tubos de 5 tubos de 5 tubos de 5 tubos de
ensayo ensayo ensayo ensayo
5 tubos de 5 tubos de 5 tubos de 5 tubos de
ensayo ensayo ensayo ensayo
5 tubos de 5 tubos de 5 tubos de 5 tubos de
ensayo ensayo ensayo ensayo
12 5 tubos de 5 tubos de 5 tubos de 5 tubos de
ensayo ensayo ensayo ensayo
5 tubos de 5 tubos de 5 tubos de 5 tubos de
ensayo ensayo ensayo ensayo
5 tubos de 5 tubos de 5 tubos de 5 tubos de
ensayo ensayo ensayo ensayo
5 tubos de 5 tubos de 5 tubos de 5 tubos de
ensayo ensayo ensayo ensayo
5 tubos de 5 tubos de 5 tubos de 5 tubos de
ensayo ensayo ensayo ensayo
3 tubos de 3 tubos de 3 tubos de 3 tubos de
ensayo ensayo ensayo ensayo
5 tubos de 5 tubos de 5 tubos de 5 tubos de
ensayo ensayo ensayo ensayo
20 5 tubos de 5 tubos de 5 tubos de 5 tubos de
ensayo ensayo ensayo ensayo
5 tubos de 5 tubos de 5 tubos de 5 tubos de
ensayo ensayo ensayo ensayo
5 tubos de 5 tubos de 5 tubos de 5 tubos de
ensayo ensayo ensayo ensayo
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5 tubos de 5 tubos de 5 tubos de 5 tubos de
ensayo ensayo ensayo ensayo
5 tubos de 5 tubos de 5 tubos de 5 tubos de
ensayo ensayo ensayo ensayo
5 tubos de 5 tubos de 5 tubos de 5 tubos de
ensayo ensayo ensayo ensayo
5 tubos de 5 tubos de 5 tubos de 5 tubos de
ensayo ensayo ensayo ensayo

Anadlisis estadistico

El primer andlisis estadistico realizado fue de caracter exploratorio, donde se utilizo el
analisis modelo lineal general en el software Minitab. Posteriormente, para evaluar la
normalidad de los datos, se utilizd la prueba de Shapiro-Wilk en el software Past.
Posteriormente, en funcion del objetivo 3 de la investigacion, se analizaron las diferencias en la

proporcion de larvas pluteus en los distintos tiempos de incubacion a ambas temperaturas

mediante la prueba Kruskal Wallis.

11




RESULTADOS

El ensayo preliminar que se realiz6 permitio la identificacion de los principales morfotipos
del desarrollo embrionario temprano de la especie, por lo menos hasta las 96 horas de tiempo
de incubacién a 12°C. Este ensayo se realizo cada 24 horas hasta las 168 horas post fecundacion
y se calculd el porcentaje de todos los morfotipos principales a los distintos tiempos de
incubacion en los que fueron observados. Como resultados, a las 24 horas la blastula era el
morfotipo con mayor proporcién con un 98,51%, mientras que la gastrula comprende el
porcentaje restante que corresponde al 1,49%. Luego, a las 48 horas, la ténica fue la misma con
la blastula que corresponde al 57,02%, mientras que la gastrula aumento en proporcién a un
42,98%. No hubo registros de larva prisma ni larva pluteus a las 24 y 48 horas. A las 72 horas
las proporciones de los morfotipos fueron distintos, donde la ténica cambio a la larva prisma
con un 70,12%, seguida de la larva pluteus con un 8,35%, la gastrula con un 10,04% y la blastula
con un 11,48%. Ya a las 96 horas el morfotipo con mayor proporcion fue la larva pluteus con
un 60,5% y le sigue la prisma con un 26,65%, mientras que la gastrula y blastula corresponden
a un 5,25% y 7,6%, respectivamente. Posteriormente, a las 120 horas, la tonica se mantiene,
pero con una proporcion mayor de la larva pluteus que alcanza un 79,21%, mientras que la larva
prisma tuvo una proporcion menor a la observacion anterior y es del 11,17%, por otro lado, la
gastrula y blastula corresponden a un 4,28% y 5,34%, respectivamente. Finalmente, a las 168
horas el porcentaje de larva pluteus alcanz6 un 88,86% Y casi alcanzo el porcentaje de criterio
de aceptabilidad utilizado en la fecundacion del bioensayo. El porcentaje de larva prisma fue de
8,9%, géastrula 0,86% y blastula 1,38% (FIGURA 6).
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FIGURA 6
Proporcion de los principales morfotipos del desarrollo embrionario de Arbacia spatuligera a
las 24, 48, 72, 96, 120 y 168 h post fecundacién a 12°C.

FIGURA 7
Observaciones de morfotipos consideradas como (A) blastula, (B) gastrula, (C) larva prismay

(D) larva pluteus en el desarrollo embrionario de Arbacia spatuligera.
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Con los resultados de las observaciones realizadas, y gracias a la identificacion del ensayo
preliminar, se puede lograr describir el desarrollo embrionario de Arbacia spatuligeraa 12°Cy
20°C. A las 24 horas de tiempo de incubacion el morfotipo principal fue la blastula con un
98,99% y 75,55% para 12°C y 20°C, respectivamente, pero las muestras difieren en el
porcentaje de gastrula, donde a 12°C solo se observé un 1,01% versus un 24,45% a 20°C, siendo
un indicio en la aceleracion del desarrollo embrionario que es provocado por un aumento de
temperatura. A las 48 horas es donde ocurre la principal diferencia provocada por el aumento
de temperatura, ya que a 20°C hay un 72,6% de larva pluteus, mientras que a 12°C el morfotipo
principal todavia es la blastula con un 73,96%, sin embargo, el porcentaje de proporcién de
gastrula aumento a un 26,04%. Segun respecta a los demas morfotipos a 48 horas a 20°C la
larva prisma supone un 15,68%, la gastrula un 3,92% y la blastula un 7,8%. Por otro lado, a las
72 horas hubo un aumento en la proporcién de larva pluteus a 20°C hasta un 87,35%, mientras
que la larva prisma corresponde a un 7,7%, la gastrula a un 1,62% y la blastula a un 3,32%. Por
otra parte, a los 12°C, y al mismo tiempo de incubacidn, el morfotipo principal es la larva prisma
con un 55,76%, sin embargo, ya se observan las primeras larvas pluteus que alcanzaron un
23,35%, mientras que la gastrula corresponde a un 11,36% Y la blastula a un 9,53%. Finalmente,
a las 96 horas el morfotipo principal para 12°C y 20°C es la larva pluteus que corresponde a un
63,09% y un 90,55%, respectivamente. A 12°C las proporciones son tal que prisma corresponde
un 26,06%, gastrula un 3,93% y blastula un 6,92%. Mientras que a 20°C la proporcion de prisma
corresponde a un 4,42%, gastrula un 0,67% y blastula un 4,36% (FIGURA 8; TABLA 2).

El analisis estadistico mostro diferencias significativas segun la temperatura (F = 10,56, p
< 0,05) y los tiempos de incubacion de las muestras (F = 43,30, p < 0,05) determinando una
relacién entre la temperatura y tiempos de incubacion segun el efecto sobre el desarrollo
embrionario de Arbacia spatuligera. Con esto decir definir que la temperatura afecta al
desarrollo embrionario de la especie, donde a mayor temperatura se observa una aceleracién en
los procesos de desarrollo (TABLA 4; ANEXO).
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FIGURA 8
Proporcion de los principales morfotipos del desarrollo embrionario de Arbacia spatuligera a
las 24, 48, 72 'y 96 h post fecundacion.

TABLA 2
Proporcion (%) de los principales morfotipos del desarrollo embrionario de A. spatuligera en

los distintos tiempos de incubacion.

Morfotipo | Temperatura 24h 48h 72h 96h
) 12 98,99 73,96 9,53 6,92
Blastula
20 75,55 7,80 3,32 4,36
) 12 1,01 26,04 11,36 3,93
Gastrula
20 24,45 3,92 1,62 0,67
. 12 0,00 0,00 55,76 26,06
Prisma
20 0,00 15,68 7,70 4,42
12 0,00 0,00 23,35 63,09
Pluteus
20 0,00 72,60 87,35 90,55

En relacion con los registros de larvas pluteus, a las 24 horas de incubacion no se
registraron a ninguna temperatura. Por otro lado, a las 48 horas después de haber ocurrido la
fecundacidn se observaron las primeras larvas pluteus en las muestras que fueron incubadas a
20°C, las que alcanzaron un 75,87% en promedio segln todas las observaciones realizadas.

Mientras que, en aquellas muestras a 12°C, no hubo registros de larvas pluteus. Por otro lado, a
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las 72 horas a 20°C el porcentaje de larvas pluteus fue de 87,35%, mientras que para aquellas
muestras incubadas a 12°C se comienzan a observar las primeras larvas pluteus en un desarrollo
temprano y que corresponden a una proporcion del 23,35% del total de muestras observadas; el
morfotipo principal a ese tiempo fue la larva prisma con un 55,76%. Finalmente, a las 96 horas,
los porcentajes de larvas pluteus a ambas temperaturas de incubacion fueron mayores respecto
al tiempo anterior, donde se alcanz6 un 92,69% y 63,09% a las temperaturas de 20°C y 12°C,
respectivamente (FIGURA 9).
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FIGURA 9
Proporcion de larva pluteus a las 48, 72 y 96h post fecundacion a 12°C y 20°C de temperatura
de incubacion.

*A las 24 horas no hubo registros de larva pluteus.
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DISCUSION

El ensayo preliminar que se realiz6 permitié identificar los principales morfotipos del
desarrollo embrionario de Arbacia spatuligera a lo largo del tiempo. Ademas, se considero
como referencia el trabajo realizado por Palombo et al. (2023) que documenta el desarrollo
embrionario de la especie Arbacia lixula (FIGURA 10B) en tres distintas temperaturas de
incubacion (16°C, 22°C y 28°C), en contraste con la presente investigacion donde se usaron dos
temperaturas (12°C y 20°C). Las primeras 48 horas del desarrollo predomina la etapa de
blastula. A las 72 horas comienza el desarrollo temprano de la larva pluteus y corresponde a un
8,35% de la muestra bajo un 70,12% de la larva prisma. Los siguientes tiempos de incubacion,
desde las 96 hasta las 168 horas, presentan un crecimiento en la tonica de la larva pluteus como
morfotipo principal que va desde el 60,5% hasta el 88,86%. Del mismo modo, Bustos y Olave
(2001) realizaron la descripcion del ciclo de vida de Loxechinus albus, una especie de erizo de
mar que también habita en las costas chilenas. Esta especie, en el ambiente, en 24 horas alcanza
el estado gastrula y a las 48 horas el estado de larva prisma, después de 3 o 4 dias post

fecundacidn se observan los primeros registros de la larva pluteus.

. 00 |

© o @ A A

FIGURA 10

Fotografias representativas de los distintos morfotipos de (A) Arbacia spatuligera (I: blastula;

I1: gastrula; 111 larva primay IV: larva pluteus) en comparacion a las identificadas por
Palombo et al., (2023) en (B) Arbacia lixula.
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Las diferencias de los resultados obtenidos de los bioensayos realizados durante el periodo
de la investigacion a distintas temperaturas se ajustan a lo descrito por la literatura. Donde se
describe que la temperatura del agua de mar afecta al metabolismo que genera la energia
utilizada en los procesos fisioldgicos, de reproduccion, entre otros. Mientras mayor sea la
temperatura del agua, mayor ser la tasa metabolica de los animales acuéticos, lo que supone un
aumento del consumo de oxigeno. Ademas, el nivel minimo de oxigeno requerido aumenta a
medida que también lo hace la temperatura, lo que se traduce en un aumento de la tasa
metabdlica (Rubalcaba 2024). Los principales morfotipos a cada tiempo de incubacién a ambas
temperaturas son tal que, a modo de resumen, a las 24 horas post fecundacion tanto para 12°C
y 20°C es la blastula con un 98,99% y 75,55%, respectivamente. Sin embargo, en las muestras
incubadas a 20°C hay un mayor porcentaje de gastrula, que corresponde a un 24,45% frente a
un 1,01% respecto a las muestras incubadas a 12°C. A las 48 horas las muestras incubadas a
12°C mantienen la ténica con la blastula con un 73,92%, pero con mayores observaciones de
gastrula donde se registra un aumento hasta el 26,04%. Por otro lado, a 20°C ya se alcanzo la
larva pluteus y corresponde un 72,60% de la muestra. Luego, a las 72 horas, las muestras a 12°C
alcanzaron a desarrollarse hasta la larva prisma con un 55,76%, ademas ya se comenzaron a
observar las primeras pluteus tempranas con una proporcion de 23,35%. Finalmente, a las 96
horas, en 12°C y 20°C el morfotipo principal es la larva pluteus con un 63,09% y 92,69%,
respectivamente (FIGURA 8, TABLA 3).

Ya que el anadlisis exploratorio de los datos estableci6 que no hubo diferencias
significativas en los efectos de los grupos y sets, todos los datos obtenidos desde septiembre
hasta noviembre se consideraron como réplicas. Las respuestas observadas son correspondientes
a lo descrito en el estudio de Bay-Schmith (1981) donde describe el ciclo reproductivo de la
especie en estudio (Arbacia spatuligera) y detalla que en septiembre es donde se alcanza el
méaximo IG en los organismos de la especie. Sin embargo, el indice gonadico comienza a

disminuir los meses siguientes hasta alcanzar su minimo en diciembre.

Segun la observacion y medicion del desarrollo embrionario de A. spatuligera utilizando
la proporcién de larvas pluteus en los distintos tiempos de incubacion, los resultados indican

que se acorto en las muestras incubadas a mayor temperatura. Las primeras observaciones de
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larva pluteus en el bioensayo fue a las 48 horas en las muestras incubadas a 20°C, mientras que
en aquellas muestras incubadas a 12°C se registraron las primeras larvas pluteus a las 72 horas.
Por ello, se considera que el desarrollo embrionario de Arbacia spatuligera a 20°C es mas
eficiente para las necesidades del bioensayo en el laboratorio. Asimismo, Pia-Fernandez et al.
(2021) observé que en Arbacia dufresnii a las 48 horas de incubacion a 17°C se desarrollaron
las primeras larvas pluteus, mientras que al mismo tiempo a los 12°C el desarrollo estaba en un
estado de transicion entre blastula y géastrula. Por otro lado, en los resultados obtenidos por
Olaechea et al. (2017) se observo que en tres temperaturas de incubacion (5, 10 y 15°C) tan solo
alcanzaron larva pluteus aquellas muestras incubadas a 10 y 15°C a las 345,5 y 120 horas,
respectivamente. Mientras que aquellas muestras incubadas a 5°C alcanzaron el estado blastula

a las 164 horas después del comienzo del desarrollo embrionario.

La investigacion se realizd con base en una metodologia que supone un control de las
condiciones en las que desarrollan los embriones de erizos. Por otro lado, la variacion de la
temperatura del ambiente puede afectar procesos de especies, poblaciones, comunidades v,
ultimamente, se ha relacionado el metabolismo individual con el de la comunidad y con ello se
logra predecir tasas de crecimiento de las poblaciones, flujo de carbono y patrones de diversidad.
La relacion entre el metabolismo y la temperatura es inversa, pues a medida que aumenta la
temperatura, la duracion de la “etapa vital” disminuye (O’Connor et al. 2007). Ademas, en los
resultados de O"Connor et al. (2007) se observa una relacion inversa entre la temperatura y la
duracion del periodo larval de 72 especies (6 peces y 66 invertebrados), donde se observa una
relacion inversa entre los 2 factores anteriormente mencionados, ya que a medida que la

temperatura es mayor, la duracion del periodo larval de TODAS las especies se reduce.

La temperatura en ambientes acuaticos tiene un impacto crucial en el metabolismo de los
animales, ya que influye en la demanda de energia de las enzimas y en la fisiologia general del
organismo (Yu et al. 2024). En los resultados de la investigacion del autor citado anteriormente,
Yu et al. (2024), se observa que en el erizo de mar Heliocidaris crassispina hay una mayor tasa
metabolica a medida que se le somete a temperaturas mayores. A medida que la temperatura
aumenta, los organismos marinos deben ajustar su metabolismo para mantener el
funcionamiento adecuado de sus procesos fisioldgicos. Estos ajustes son fundamentales para la
capacidad de los animales marinos de adaptarse a los cambios térmicos de su entorno. Ademas,

el efecto de la temperatura sobre el metabolismo varia a lo largo de las distintas etapas de vida

19



de una especie, ya que la fisiologia cambia con la edad, lo que provoca que las respuestas
metabolicas sean diferentes en distintos momentos del desarrollo (Spanopoulos et al. 2005).
Este investigador observa que en Litopenaeus stylirostris, en tratamientos de distintas
salinidades y temperatura, donde mayor consumo de oxigeno hubo por parte de los organismos

fue en aquel tratamiento donde la temperatura era mayor.
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CONCLUSIONES

1. Se describié el desarrollo embrionario temprano, hasta la larva pluteus, de Arbacia
spatuligera a una temperatura aproximada a la del ambiente (12°C) durante el periodo de
investigacion.

2. Eldesarrollo embrionario de Arbacia spatuligera se acelera a temperaturas mayores que
la del ambiente, por ello se observan larvas pluteus en tiempos méas proximos en las muestras
incubadas a 20°C.

3. Los primeros registros de larvas pluteus se obtienen a las 48 horas post fecundacion en
las muestras incubadas a 20°C, lo que significa una mayor eficiencia para el bioensayo.

4. La descripcion de proceso de desarrollo embrionario y los distintos morfotipos
observados, bajo condiciones estandarizadas como un protocolo de bioensayo, tiene
relevancia para establecer tiempos Optimos de exposicion que aseguren una correcta

determinacién de los efectos evaluados.
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ANEXO

TABLA 3
Promedios, desviacion estandar y (tubos contados) del bioensayo.
Tiempos de incubacion (h)
Morfotipo Temperatura (°C) 24 48 72 96
Blastula 12 98,99+1,07 (23) 73,96+13,14 (25) 9,53+4,47 (28) 6.92+6,66 (25)
20 75,55+14,43 (19) 7,32+7,62 (20) 3,32+4,63 (22) 2,40£3,62 (20)
Géstrula 12 1,01+£1,07 (23) 26,04+13,07 (25) 11,36+9,65 (28) 3,93+5,62 (25)
20 24,45+14,43 (19) 3,53+2,47 (20) 1,62+1,72 (22) 0,7+1,01 (20)
Prisma 12 0 0 (25) 55,76+20,84 (28) 26,06+23,81 (25)
20 0 13,28+4,91 (20) 7,746,27 (22) 4,21+5,02 (20)
Pluteus 12 0 0 (25) 23,35+27,26 (28) 63,09+31,79 (25)
20 0 75,87+12,11 (20) 87,35+11,44 (22) 92,69+9,03 (20)
TABLA 4
Modelo lineal general.
Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
Temperatura 1 3409 3409,0 10,56 0,001
Grupo (Temperatura) 6 2037 339,6 1,05 0,394
Set (Temperatura; Grupo) 3 274 91,4 0,28 0,837
Incubacion 11 153699 13972,7 43,30 0,000
(Temperatura; Grupo; Set)
Error 157 50665 322,7
Falta de ajuste 21 46444 2211,6 71,26 0,000
Error puro 136 4221 31,0 - -
Total 178 303974 - - -
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FIGURA 11
Ficha de seleccién de gametos.
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