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9- ANEXO

Tabla |. = ANDEVA de dos vias del experimento de induccion a la
metamorfosis de larvas de erizo rojo con diferentes inductores SKCI,
GABA, L-glutamina) a diferentes concentraciones (10, 10°°, 10 M),

(< = 0.08)

Tabla Il.- Prueba de contrastes de Tukey, del experimento de induccion
a la metamorfosis de larvas de erizo rojo con diferentes inductores
(KCI, GABA, L-glutamina) a diferentes concentraciones (10", 10, 10710

M). (« = 0.05)

Tabla ll. — ANDEVA de una via de los datos de metamorfosis
obtenidos de la induccién con KCI (concentraciones 107, 10°%, 107 M) y
el control positivo y negativo, 24 horas pos-induccion. {« = 0.05).

Tabla IV. — ANDEVA de una via de los datos de metamorfosis
obtenidos de !a induccién con GABA (concentraciones 10, 107, 107'°
M) y el control positivo y negativo, 24 horas pos-induccién. (« = 0.05).

Tabla V.- ANDEVA de una via de la sobrevivencia de las poslarvas
después de haber inducido a la metamorfosis con KCl a diferentes

concentraciones. (¢ = 0.05).

Tabla VI.- ANDEVA de una via de la sobrevivencia de las poslarvas
después de haber inducido a la metamorfosis con GABA a diferentes

concentraciones. (« = 0.05).

Tabla Vil.- ANDEVA de los tratamientos de KCl y GABA 10"° M contra
los tratamientos de KCl y GABA 10° M que no fuero expuestos al

manejo (e = 0.05).
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RESUMEN

Se utilizaron los inductores quimicos KCI, GABA y L-glutamina en la induccion a
la metamorfosis de la larva del erizo rojo Strongylocentrotus franciscanus,
utilizando diferentes concentraciones ( 10°, 10, 10,107, 107° M) y tiempos de
exposicion (3 y 24 horas). Se analizo el porcentaje de metamorfosis obtenido
con cada uno de los tratamientos y el efecto en la sobrevivencia de juveniles y
en la presencia de una mandibula funcional. Se obtuvo que el porcentaje de
metamorfosis tuvo una relacién directa con la concentracion del inductor, mas no
con la sobrevivencia de los organismos. La exposicion al KCl, GABA y L-
glutamina a concentracion 10" M con exposicién de 24 horas resultd ser toxica
para la larva.




1. INTRODUCCION

En la costa Pacifico del estado de Baja California existen cuatro
especies de erizo:  Strongylocentrotus franciscanus, S. purpuratus,
Centrostephanus coranatus y Lytechinus albus. De estas especies, se explotan
comercialmente desde 1972 el erizo rojo S. franciscanus y desde 1993 el erizo
morado S. purpuratus, por poseer un alto rendimiento y calidad de sus génadas
que satisfacen los requerimientos en el mercado internacional {Palleiro-Navyar,

ef al., 1994).

El erizo rojo es un equinodermo bentdnico caracteristico de aguas
templadas. Se distribuye desde Alaska (Estados Unidos) hasta Isla Cedros
(Baja California, México) encontrandose también en las costas de Japdn
(Ricketts y Calvin, 1968; Allen, 1980). Se localiza desde la zona intermareal
hasta los 30 metros de profundidad, aunque se ha reportado a profundidades
de hasta 120 metros (Mottet, 1976). Habita en sustratos rocosos, en areas de
alto y bajo relieve, asi como en las grietas de las rocas. Se encuentra asociado
a los mantos de algas pardas como Macrocystis pyrifera, por ser esta alga su
alimento primordial (Palleiro-Nayar et al., 1988). Presenta sexo separado sin
dimorfismo. La fecundacion es externa y da lugar a una larva plancténica luego
de sucesivos estadios de desarrollo. Una vez que alcanza el estadio
competente, la larva se metamorfiza, lo que determina su incorporacion a la

vida bentonica (Bustos et al., 1991).

El erizo rojo es importante comercialmente por el delicado sabor de sus
gonadas, que son muy apreciadas en oriente ya que se consideran
comparables con el caviar (Brandon y Rockop, 1985). Japén, en busca de
satisfacer la demanda en su pals y proteger su recurso de la sobrexplotacion,

ha tenido que recurrir a la importacion de la génada de erizo de otros paises




como Canada, Estados Unidos y México (Malagrino-Lumare, 1972, Farias-

Sanchez, 1980).

A pesar de que en el estado de Baja California existen medidas de
regulacién tales como la talla minima de extraccion y periodo de veda
reproductiva, la mayoria de los bancos de erizo se encuentran en niveles altos
de explotacidon o estan sobrexplotados (Arrendondo-Gomez, 1994), lo que ha
causado una disminucién en las poblaciones naturales. .o anterior afecta
notablemente al reclutamiento de juveniles al dejarlos sin la proteccion que les
brindan las espinas de los adultos y reduciendo al mismo tiempo el potencial

reproductivo (Tegner y Dayton, 1977).

Con base en lo expuesto anteriormente, una alternativa para mantener
ylo incrementar las poblaciones que sustentan esta pesqueria, es el desarrollo
de actividades de cultivo y repoblacion. Esto ha llevado a realizar estudios
sobre la biologia y pesqueria de! erizo en aspectos importantes como
crecimiento, alimentacioén, reproduccion, técnicas de captura, opciones de
manejo y repoblacion (Arredondo-Gomez, 1994; Tegner, 1989; Pfister y
Bradbury, 1996).

La finalidad de la presente investigacion es evaluar diferentes inductores
a la metamorfosis del erizo rojo S. franciscanus, para contribuir en el desarrollo

de la biotecnologia de produccion de juveniles en condiciones de laboratorio.




2- ANTECEDENTES

El crecimiento del erizo rojo es relativamente lento, para alcanzar la
madurez sexual necesita de uno a dos afos después del asentamiento (Kato y
Schroeter, 1985). Durante su ciclo de vida presenta dos etapas: la etapa
larvaria, la cual se caracteriza por su vida pelagica y su simetria bilateral; y la
etapa que comprende del juvenil al adulto, con caracteristicas totalmente
diferentes como lo son simetria radial y una vida benténica (Chia y Burke,
1977). Al final del periodo larvario se dan dos procesos importantes: el
asentamiento descrito como un proceso reversible y exploratorio; este
comportamiento es una caracteristica de las larvas de diversos invertebrados
cuando estan en busqueda del sustrato adecuado. El segundo proceso es la
metamorfosis, definida como una cadena de eventos irreversibles, que
comienzan con la recepcion de un estimuio usualmente asociados a un
sustrato favorable y continla con una serie de cambios fisioldgicos y

morfologicos (Scheltema, 1974).

Para que se inicie la metamorfosis, las larvas requieren la deteccion de
sefiales biologicas y/o quimicas especificas, asociadas con sustratos
colonizados o potencialmente colonizables {Segovia-Mattos, 1994). A lo largo
de los afios se ha demostrado que existen varios tipos de disparadores que
sirven como inductores exogenos de la metamorfosis. Debido al reducido
tamafio en los estadios larvales ha resultado muy complejo comprender en la
mayoria de los grupos estudiados, cuales son los factores o mecanismos que
regulan la metamorfosis, tanto a nivel ambiental como endécrino (Carpizo-
ltuarte, 1994). También se sabe que la respuesta al asentamiento en muchas
larvas de invertebrados marinos esta controlada por un numero de factores

intrinsecos y extrinsecos (Doyle, 1974), como el hereditario, la edad de la larva




(Hadfield, 1977), el historial de nutricion (Kempf y Willows, 1877, Perron vy
Turner, 1977), y caracteristicas fisico-quimicas del sustrato (Williams, 1969).

En diferentes investigaciones relacionadas con la metamorfosis en
invertebrados, se han visto patrones de estimulo-respuesta en la induccion de
la metamorfosis, particularmente en respuesta a compuestos como la acetil-
colina, 5-hidroxitriptamina, DOPA (dihidroxifenilalanina) y GABA (&cido gama-
aminobutirico), que funcionan como neurotransmisores en el sistema nervioso
para el procesamiento de informacién y transducciéon de sefiales (Burke,
1983a). Este mismo autor sefiala que la induccion a la metamorfosis de
Dendraster se da en respuesta a un localizado estimulo eléctrico. En Haliotis el
reconocimiento de la larva al GABA, puede producir un flujo de aniones en el
interior que es reconocido por células exitables externas (Morse, 1985). Este
flujo probalemente resulta de la despolarizacién de la membrana lo cual es
suficiente para inducir el asentamiento y la metamorfosis. EI GABA induce a la
metamorfosis a 12 especies de Haliotis (Morse y Morse, 1984b), al coral
Agaricia humilis (Morse y Morse, 1993), al caracol Trochus niloticus (Tamashiro,

et al. 1993) y al ostidn Crassostrea belcheri (Tan y Wong, 1995), entre ofros.

Se ha visto que algunos organismos también responden a ciertos
cationes inorganicos. Estos cationes posiblemente actian cambiando el
potencial eléctrico de las membranas externas de las células y simulando un
estimulo natural. El ién mas efectivo para invertebrados marinos benténicos es
el potasio (Pearce y Scheibling, 1994), que aplicado en aitas concentraciones
se cree que despolariza las células, induciendo asi el asentamiento y la
metamorfosis. Ha sido utilizado en el prosobranquio Crepidula fornicata (Eyster
y Pechenik, 1988); la demoesponja Aplysilla sp. (Woollacott y Hadfield, 1996);
tres especies de briozoarios del género Bugula (Wendt y Woollacott, 1995); el




caracol de concha gigante Strombus gigas (Davis et al, 1990), el abuldn
Haliotis rufescens (Searcy-Bernal y Salas-Garza, 1990), en los erizos
Lytechinus variegatus (Cameron et al., 1989), Echinarachnius parma y
Strongylocentrotus droebachiensis (Pearce y Scheibling, 1994) asi como
también en gasterépodos, cnidarios, bivalvos y poliquetos (Hubbard, 1988;
Splindler y Muller, 1972; Stricker, 1989; Nell y Holliday, 1986; Yool et al., 1986).

En el erizo se han utilizado diferentes inductores quimicos, con
diferentes concentraciones y a diferentes tiempos de exposicidn, algunos de los
cuales se describen a continuacién. En Japén han utilizado la L-glutamina y el
GABA para inducir la metamorfosis en los erizos Hemicentrotus pulcherrimus y
Pseudocentrotus depressus (Yazaki y Harashima, 1994). Estos autores
obtuvieron para P. depressus una induccion del 70% a una concentracién de 3
X 10 M con un tiempo de exposicion de 24 hrs con L-glutamina. En la misma
especie pero con GABA obtuvieron una induccion del 60% a 1 X 10™°M con el
mismo tiempo de exposicién. Con el erizo H. pulcherrimus las concentraciones
adecuadas para inducir a la metamorfisis con L-glutamina fueron 10° y 10™* M
después de 24 hrs de tratamiento (Yazaki, 1995) . Con GABA no obtuvo ningun
tipo de respuesta a esas mismas concentraciones, ni con el cloruro de potasio

(KCI) a concentracion de 60 mM.

En Canada la utilizacién del GABA en el erizo Strongylocentrotus
droebachiensis indujo 70% a una concentracion 10" M y el KCI en
concentracion de 10° M indujo el 92% (Pearce y Scheibling, 1990, 1994). Estos
ultimos autores utilizaron concentraciones de 2, 6, 10, 20, 40, 60, 80 y 100 mM
de KCI para S. droebachiensis y Echinarachnius parma. Para el primero la
concentracién mas efectiva fue 10" M con 92% de metamorfosis y para el
segundo las mas recomendables fueron 40 y 60 mM con una induccion de 92 y

88%, respectivamente (Pearce y Scheibling, 1994).




En Chile, Segovia-Mattos (1994) utilizd GABA para inducir la
metamorfosis en el erizo Loxechinus albus. L.os resultados obtenidos mostraron
que el efecto del GABA fue dependiente de la concentracién, donde 10° M fué

la concentracion optima.

Las diatomeas benténicas se utilizan como un inductor natural para la
metamorfosis (Yazaki, 1995; Pearce y Scheibling,1991). Aunque Morse (1984}
sugiere que las diatomeas no actlian por si solas como estimulo, sino que

bacterias asociadas a éstas son las que provocan la induccion.

En el erizo rojo S. franciscanus no se tienen antecedentes de inductores
quimicos utilizados. Se han utilizado las diatomeas benténicas, con una
induccion del 60 al 90 %, pero las poslarvas presentan altas mortalidades
debido a l1a falta de emersion de la mandibula (Rogers-Bennett ef al., 1994).
Las poslarvas presentan un circuio rojo en la membrana peristomal por encima
del orificio bucal, lo que les impide una madibula funcional, y concluir Ia
metamorfosis y por lo que finalmente mueren. También se han utilizado
sustratos microbianos que sirven como sefales naturales para inducir el

asentamiento y la metamorfosis en el erizo rojo (Cameron y Schroeter, 1980)

Tomando en cuenta los resultados que se han obtenido con estos
inductores quimicos en otras especies de erizo, se aplicaron a larvas
competentes del erizo rojo S. franciscanus con la finalidad de evaluar su efecto
en la induccion en la metamorfosis y en fa obtencién de juveniles. Se espera
que con algunos de estos inductores se obtenga una sincronizacién en la
metamorfosis que permita mejorar la sobrevivencia y la cantidad de juveniles

como parte del desarrollo biotecnolégico en la produccion de semilla.




3- OBJETIVO

* Evaluar el efecto de la concentracion y el tiempo de exposicion de los
inductores quimicos cloruro de potasio (KCI), acido gama-aminobutirico (GABA)
y L-glutamina en la metamorfosis, sobrevivencia, y desarrollo de la mandibula

en juveniles de erizo rojo Strongylocentrotus franciscanus.




4- METODOLOGIA

Se realizaron dos experimentos, el procedimiento fue el mismo en
ambos casos. Los experimentos se llevaron a cabo en enero-febrero para el
primer experimento y marzo-abril para el segundo del afio de 1999 en el
Laboratorio de Moluscos de! Instituto de Investigaciones Oceanolbgicas de la

Universidad Auténoma de Baja California (UABC), en Ensenada.
4.1- Obtencién de larvas competerites

Se desovaron erizos adultos con una talla minima de 8 c¢cm de testa,
colectados en Campo Kennedy, municipio de Ensenada, B. C. La induccion al
desove se hizo segln el método descrito por Palmer (Strathmann, 1987) que
consistié en inyectar cloruro de potasio a una concentracion 0.55 M en la parte

intercelémica. Se desovaron de manera individual en frascos de vidrio

conteniendo agua de mar.

Para llevar a cabo la fertilizacion se utlilizd el meétodo descrito por
Strathmann (1987). Los huevos en presencia de esperma, se dejaron
sedimentar por un periodo de 10 a 15 minutos para completar la fertilizacion, la
cual se observa por el levantamiento de la membrana de fertilizacion, que ha
sido descrita en diversos invertebrados marinos (Chase, 1967, Epel, 1978). Los
huevos fertilizados se lavaron con agua de mar a través de un tamiz de 48 pm
para quitar el exceso de esperma. Por Ultimo los 6vulos fertilizados se
colocaron en recipientes de 18 litros sin aireacion durante 48 horas, tiempo que

tarda en desarrollarse la larva prisma.

Las larvas se mantuvieron en tanques conicos de 180 litros con agua de

mar fitrada a 1pm e irradiada con luz UV. El desarrollo larvario tuvo una




duracion de 22 dias a una temperatura de 14 + 1°C y 19 dias con una
temperatura de 16 + 1°C, en el primer y segundo experimento
respectivamente. La densidad del cultivo se inicié a 1 larva/ml, y fueron
alimentadas con las microalgas Rhodomonas sp. e Isochrysis sp. en proporcion
de 60 y 40 % respectivamente. La racion diaria de alimento se aumento cada
semana de la siguiente manera: 10,000, 15,000 y 20,000 cel/ml. Recambios de
agua del 50% del volumen se hicieron cada tercer dia y del 100% una vez por
semana. Las larvas fueron contadas cada semana hasta el incio del

experimento (fig. 1).
4.2- Disefio experimental

4.2.1- Inducciéon a la metamorfosis

Se indujo a la metamorfosis cuando mas del 80% de las larvas se
consideraron competentes (ver secciéon 4.3). Las caracteristicas por las cuales
se diferenciaron fueron la presencia del rudimento juvenil, que en esta etapa
ocupa la mitad izquierda del cuerpo de la larva, los cinco pies ambulacrales
bien desarrollados y la tendencia a estar mas cerca del fondo (Burke, 1980).
También se pudo observar que los brazos se flexionan hacia su lado derecho y
se hacen mas pequefios, con el fin de dejar expuesto su lado izquierdo y
facilitar que los pies ambulacrales del juvenil se sujeten al sustratro, como

sucede también en el erizo Lytechinus pictus (Hinegardner, 1969).

En los dos experimentos se introdujeron 200 larvas en frascos de vidrio
de 1 litro con 200 ml de agua de mar filtrada a 1 pm e irradiada por luz UV.
Para el primer experimento se utilizaron tres concentraciones de cada inductor
10" M, 10° My 107"° M, expuestos por 24 horas. Ademas se realizaron los
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Fig. 1 Diagrama de flujo que muestra de manera esquemaética la metodologia
utilizada para la realizacion de los experimentos.
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Inductores Tiempo de  Concentracion Réplicas
exposicion Molar (M) 1 9 3
horas
Primer
Experimento
g T
24 10° @a 8 B
1 0-10 a A B
101 B
GABA 24 10 B
1 0-10
B
107 -
L-glutamina 24 10 o
10-10 ]
Control positivo 24 - G 63 ®
Control negativo 24 - a8 & a
Segundo
_Experimento ... g e
107 o
KCI 24 10 B
107 8
107 sin manejo e &
10° ® 8
GABA 24 107 ® 6 o
10710 ) ® B
10°° sin rmanejo 8 B
, 3 & a8
L-glutamina 24 j‘ 8_5 o . a
Control positivo 24 - e
P Sin Manejo =
Control negativo 24 - B B a
GABA 3 107! o ®

Fig. 2. Disefio experimental. Induccion a la metamorfosis de larvas de erizo
rojo Strongylocentrotus franciscanus con diferentes inductores.




induccion a la metamorfosis se llevd a cabo a las 24 y 72 horas después de
aplicar el inductor para el primer y segundo experimento. El pulso se evailuo a
las 3, 24 y 72 hrs. En el segundo experimento se hicieron observaciones cada

dos dias durante los 27 dias posteriores hasta completar la metamorfosis .

Para detener el efecto del inductor se hizo recambio de agua. Se lavaron
las larvas con agua de mar filtrada a 1 pm e irradiada con luz UV. Se ultilizé un
tamiz de 106 pm para retener las larvas. Del tamiz se tomd una muestra al azar
que se colocd en una camarilla de conteo. Se evaluaron las primeras 25 larvas
al azar en el primer experimento y 30 larvas en el segundo experimento. Se
clasificaron de la siguiente manera: a) larva competente: presencia del
rudimento juvenil, pies ambulacrales, simetria bilaterai (fig. 3, A1y A2); b) larva
en proceso de metamorfosis: absorcion del epitelio larval, exposicion del
rudimento (fig. 3, B1 y B2), presencia de espinas, simetria radial (fig. 3, C) ya
fuera viva o muerta. (Nota: se utilizé el inciso b en la graficacion de los

resultados).
4,3.2- Desarrollo de la mandibula

Después de cinco dias de la induccion a la metamorfosis se les agregd
como alimento diatomeas benténicas a todos los tratamientos del segundo
experimento. La metamorfosis completa incluye el desarrollo de oérganos
internos del adulto, el sistema digestivo, una mandibula funcional y el ano
(Hinegardner, 1969; Cameron y Hinegardner, 1974). La metamorfosis se di6
por terminada hasta que la mandibula era visible y funcional. Se hicieron
observaciones tomando muestras de las poslarvas del segundo experimento
cada dos dias por medio del microscépio compuesto para determinar la
presencia externa de la mandibula en la parte oral, evaluandose a partir del dia

17. Una manifestacion indirecta de una mandibula funcional fue el rastro de




C 200 pm

Fig. 3. Diferentes estadios del erizo rojo Strongylocentrotus franciscanus. A1y
A2 corresponden a larva competente; B1 y B2 corresponden a larvas en
proceso de metamorfosis y C corresponde a poslarva. br- brazo; pa- pies
ambulacrales; r- rudimento; sp- espinas
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espacios claros que dejaron los erizos en los frascos al alimentarse con las

diatomeas.
4.3.3- Sobrevivencia de juveniles

Se evalud la sobrevivencia a los 10, 17 y 27 dias, para lo cual se
efectuaron conteos directos de todos los juveniles presentes. Para calcular el
porcentaje de sobrevivencia se consideré como 100% a las 200 larvas iniciales

que se introdujeron en cada frasco y que fueron inducidas a la metamorfosis.

4.4- Disefio experimental

El modelo experimental consistié de dos factores fijos, cumpliendose las
caracteristicas de aleatoriedad y réplicas. Los factores fijos fueron el inductor y

la concentracién, el nimero de réplicas fueron tres en todos los casos.
Modelo lineal factorial (Montgomery, 1983)

Yk = U+ oy +B; + (af)y + i

donde:

Yix = Porcentaje de metamorfosis en la k-ésima réplica en el subgrupo
representado el i-ésimo grupo del tratamiento A, y el j-ésimo grupo, del
tratamiento B.

u = Media poblacional.

o, = Efecto del i-ésimo nivel del factor A (inductor).

B; = Efecto del j-ésimo nivel del factor B (concentracion).




(ap); = Efecto de la interaccion en el subgrupo representado el i-ésimo grupo
del factor A y el j-ésimo grupo del factor B.

gix = €s el error asociado con la k-&sima en el subgrupo.

El diseiio experimental que representa el modelo utilizado se muestra

en la fig. 2.
4.5- Analisis estadistico

El modelo experimental de dos factores fijos, correspondientes al
inductor y la concentracion, se realizé a través de un analisis de varianza
(ANDEVA), de dos vias, al cumplir la condicién de homogeneidad de varianzas.

Se utilizaron los programas estadisticos, SIGMA STAT y STATISTICA version

4.2. Cuando se encontraron diferencias significativas («<0.05) se realizaron
contrastes multiples con la prueba de Tukey HSD (por sus siglas en inglés:

Honest Significant Difference) para el mismo niimero de observaciones.
Los juegos de hipbtesis estadisticas a probar fueron las siguientes:

Ho = No hay diferencias en la metamorfosis obtenida entre los inductores KCl,

GABA, L-glutamina.
Hs = Si hay diferencias en la metamorfosis obtenida entre los inductores KCl,

GABA, L-glutamina.

Ho = No hay diferencias en la metamorfosis obtenida entre las concentraciones

utilizadas para cada inductor.
Hs = Si hay diferencias en la metamorfosis obtenida entre las concentraciones

utilizadas para cada inductor.

I6




5 RESULTADOS
5.1- Primer experimento

Metamorfosis

Las larvas de erizo rojo Strongylocentrotus franciscanus respondieron a
los inductores quimicos KCI, GABA y L-glutamina. La metamorfosis promedio
obtenida fue diferente entre los inductores quimicos, donde el KCl y el GABA
fueron significativamente diferentes con la L-glutamina (p<0.09, tabla |, ver
anexo). A su vez presentaron diferencias {p<0.001, tabla | ver anexo) las
concentraciones utilizadas, donde la concentracion 10" M fue diferente a 10° M
y 10"® M. Ademas, hubo interaccién {p<0.001, tabla I, ver anexo) entre los
inductores y la concentracion en Ja metamorfosis promedio. De las hipdtesis

estadisticas planteadas se acepto [a alterna en ambos casos.

El mayor porcentaje de metamorfosis estuvo realcionade con la

concentracién 10" M para los tres inductores, pero asi también la menor

sobrevivencia.

La metamorfosis promedio obtenida con KC| estuvo directamente
relacionada con la concentracion del inductor. En la evaluacion realizada a las
24 horas, el maximo porcentaje de metamorfosis del 100% se obtuvo con el
tratamiento de la concentracién 10” M y el minimo de 23% con el tratamiento
10" M. En el control positivo se obtuvo 68% y en el control negativo 44% de
metamorfosis para ese tiempo. A las 72 horas el porcentaje de metamorfosis
fue de 80% para 10° M y de 59% para 107"° M. En los controles positivo y
negativo se obtuvo 52% y 60% de metamorfosis respectivamente. La

sobrevivencia fué del 21% para el tratamiento 10" My del 41% para 10°Myla




mayor fué para 10™'° M con el 100% de sobrevivencia de las poslarvas (fig. 4).
El andlisis estadistico mostré  diferencias significativas entre las tres
concentraciones utilizadas, con respecto al tratamiento con la concentracion
10" M con el tratamiento sin inductor {control negativo) (p= 0.0005, tabla i, ver
anexo) y con las diatomeas bentonicas (control positivo) (p= 0.0229, tabla [I, ver
anexo). Ef tratamiento 10" M mostro diferencias con las diatomeas benténicas

(control positivo) (p=0.0023, tabla Il, ver anexo).

El porcentaje de metamorfosis obtenido con GABA, mostrd que en el
tratamiento con 10 M se obtuvo 69% de metamorfosis como méaximo y la
minima fué de 36% con 10"° M para las 24 horas pos-induccién. Para las 72
horas la metamorfosis observada tuvo un valor maximo de 100% con el
tratamiento 10" M y un minimo de 59% con 10 M. La sobrevivencia fue de
0% para el tratamiento 107" M y del 41% para 10° M. (fig. 4). El andlisis
estadistico mostré que sdlo el tratamiento con la concentracion 107'° M fue
diferente a los tratamientos 10 M (p=.0180, tabla i, ver anexo) y al del control

positivo {p=0.0228, tabia Il, ver anexo).

Con L-glutamina se obtuvo un maximo de 55% de metamorfosis en el
tratamiento de la concentracién 107 M y la minima de 20% con el tratamiento
10° M para las 24 hrs. Para las 72 horas los porcentajes de metamorfosis se
invirtieron, obteniendose un 100% de metamorfosis con el tratamiento 10" M y
un minimo de 37% con el de 107'° M. La sobrevivencia estuvo inversamente
asociada a las concentraciones del inductor, obteniendose el 0% en el
tratamiento 10”" M y del 35% para el tratamiento 10°° M (fig. 5). Se encontraron
diferencias significativas entre el tratamiento 10° M y 107'° M (p=0.0275, tabla
II, ver anexo) y de los tratamientos 107" M (p=0.0144, tabla Il, ver anexo) y 10°

M (p= 0.0034, tabla lI, ver anexo) con el control positivo
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Fig.4. Metamorfosis obtenida en larvas debergﬂ%a s"rojo Strongylocentrotus
franciscanus, 24 y 72 horas después de la inducciéon con KCl y GABA a
diferentes concentraciones 107, 10° y 107" M. Promedio obtenido en tres
muestras al azar de 25 organismos cada una. La barra vertical equivale al error
estandar. (Diatomeas bentonicas = control positivo, sin inductor = control

negativo)
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Metamorfosis
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Fig.5. Metamorfosis obtenida en larvas de erizo rojo Strongylocentrotus
franciscanus, 24 y 72 horas después de la induccion con L-glutamina a
diferentes concentraciones 107", 10° y 10" M. Promedio obtenido en tres
muestras al azar de 25 organismos cada una. La barra vertical equivale al error

estandar, (Diatomeas bentdnicas = control positivo; Sin inductor = control
negativo)
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5.2- Segundo experimento

Metamorfosis

La metamorfosis obtenida con las concentraciones de inductores
utilizadas en el segundo experimento coincidieron en gran medida con los
resultados del primer experimento donde la metamorfosis mostré una relacién

directa con la concentracion del inductor.

Desafortunadamete no fue posible evaluar los tratamientos de L-
glutamina y diatomeas bentdnicas, debido a un crecimiento masivo de
protozoarios, por lo que se considerd que los resultados obtenidos no eran

confiables.

En los tratamientos donde se utilizé KCI como inductor se obtuvo el valor
maximo de metamorfosis del 61% en la concentracion 10 M en las primeras
24 horas. Para las 72 horas el 96% de las larvas del tratamiento 10" M habian
iniciado el proceso de metamorfosis, que fué el valor maximo. El minimo fué de
77% con la concentracion 107 M (fig. 6). No hubo diferencias significativas
entre las concentraciones utilizadas ni con el control negativo (p= 0.0, tabla lII,

ver anexo).

De las larvas inducidas con GABA, el mayor pocentaje de metamorfosis
se obtuvo con el tratamiento 107 M con 73%, y el minimo de 48% con el
tratamiento 107'° M a las 24 horas. A las 72 horas, se obtuvo un porcentaje de
metamorfosis mayor del 90% en los tratamientos 10y 107 My del 70% para
la concentracion 107'° M (Fig. 6).Se presentaron diferencias significativas entre

los tratamientos 107 M y el control negativo (p= 0.0034, tabla IV, ver anexo).
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Fig.6. Metamorfosis obtenida en larvas de erizo tojo Strongsylocentrotus
franciscanus, 24 y 72 horas después de la induccion con KCI (107, 107 y 107
M) y GABA (10, 107 y 10™° M) a diferentes concentraciones. Promedio
obtenido en tres muestras al azar de 25 organismos cada una. La barra vertical

equivale al error estandar. (Diatomeas bentonicas = control positivo; Sin
inductor = control negativo)
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En el pulso, donde las larvas estuvieron expuestas por tres horas a los
inductores KC| y GABA en concentracion de 10" M, se obtuvo que el 50% de
las larvas tratadas con KCl y 61% de las tratadas con GABA iniciaron la
metamorfosis. Se observo que la metamorfosis a las 24 horas incremento al
63% con el KCl y al 90% con el GABA. 72 horas posteriores a la induccion, un
total de 87% de larvas habian iniciado la metamorfosis con KCi y 92% con
GABA. La sobrevivencia fué del 84% en el caso de KCly 87% para el GABA

(fig. 7).

5.3- Sobrevivencia de juveniles

La sobrevivencia se evalué a los 10, 17 y 27 dias después de la
induccion a la metamorfosis para todos los tratamientos de KCl y GABA. Las
larvas que fueron inducidas con KCt se obtuvo el 29% de sobrevivencia en
promedio de todos los tratamientos a los 10 dias pos-induccién, sin encontrarse
diferencias significativas entre los tratamientos (F=1.197, g.l.=3, p= 0.31). Para
los 17 dias la sobrevivencia fue de 27%, igualmente sin diferencias (F= 0.777,
gl= 3, p= 0.53) y del 20% a los 27 dias. El tratamiento con la mayor
sobrevivencia a los 27 dias fue la concentracion 10> M con 27% (fig. 8),

aunque no tuvo diferencias significativas con los otros tratamientos (F= 0.817,

g.l.= 3, p= 0.52).

El promedio obtenido para los tratamientos inducidos con GABA a los 10
dias pos-induccion fue del 28%, no se encontraron diferencias estadisticas
entre los tratamientos (F= 0.60, g.l.= 3, p= 0.83). De igual manera no se

encotraron diferencias (F= 0.0139, g.l.= 3, p= 0.99) en la sobrevivencia a los 17
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Fig.7. Metamorfosis obtenida en larvas de erizo rojo Strongylocentrotus
franciscanus, 3, 24 y 72 horas después de la induccion con KCl y GABA a
concentracion de 10" M. Promedio obtenido en tres muestras al azar de 25
organismos cada una. La barra vertical equivale al error estandar. (Diatomeas
benténicas = control positivo; Sin inductor = control negativo)

24




KCI

PRI K
IIHCK, n e s %

PR R R R R R TN TP ITR
e
oyt bty e s 1 s g i a e 0

27

AR
(Y07, 0,000,770, 70,2, %0, %,
00 0 0 0 S, (S

O, T,
et
0 20, 0, 0 0 00,0, 0 20, L 0, T 20,70, 10 1y 0510

T

@
G &&@&Q

17
Dias pos-induccién

io"m

S SR B R S A
2R o’ 8 8]}
<o Ll o u> < o o
~ o« o3 N (] - -—

BIOUAINBIQOS

5% —
0%

10

<

K

=

GABA

0. %

AT R TR TR TR TR R PPN TR

I A ORI NENER)

O A N N
a0 0.0,

TRIRTRTRTRT]

o MM I \\\\\\s\\\é\\s\&\
%,

il e e e e

e,
bt

0

IR I
%
(S

nnnnnnnnnnnnnnnnnnnn

<’
.

4 0 0ty 8,0,
0, Y,
OB

(A
7,
‘0,0, %,

("
%
rrte,

RN TR RN TS

ORI
S

U\\\%ﬁ‘&@ﬁ\sﬁ.ﬁ&%

35%

30% —

25% -

w 20% —

5%
10% —

~—

1DUSAIABIQOS

5% —
0%

27

on

17

Dias pos-inducci

=Y

%
10

(o
k2

R
AN

[ o' B 10°R

10

| error estandar.

iscanus, 10, 17 y 27 dias después de la induccion a la
GABA a diferentes concentraciones. Promedio
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dias, donde la sobrevivencia promedio fue del 27%. En el conteo a los 27 dias
la sobrevivencia fué del 26% (Fig. 8). Para ese momento ell tratamiento con la
concentracion 10° M fue el de la mayor sobrevivencia con 28%, aunque no se
encontraron diferencias significativas entre los tratamientos (F= 0.097, gllI= 3,

p=0.95).

Los tratamientos gque no se manipularon y que fueron utilizados para
evaluar el posible efecto del manejo en la sobrevivencia no mostraron
diferencias (p<0.05) para ningun tratamiento. La sobrevivencia a los 27 dias
pos-induccion obtenida en el tratamiento de KCI 10 M sin manejo fue de 20%
y con manejo de 23%, no se encontraron diferencias significativas (p>0.05,
tabla V, ver anexo). En el tratamiento de GABA 10 M que no se manipulé la
sobrevivencia fue de26% y en el que estuvo expuesto al manejo de 30% y no

presentaron diferencias significativas (p>0.05, tabla V, ver anexo)

5 4- Desarrollo de las mandibulas

A los 17 dias después de la induccién los juveniles tratados con KCl
presentaron en un 68% en promedio las mandibulas bien desarroiladas. Para
los 27 dias el 100% de los tratamientos con fa concentracion 10° y 107 M

presentaron juveniles con mandibula funcional (fig. 9).

Los juveniles que fueron inducidos a la metamorfosis con GABA
presentaron a los 17 dias posteriores a la induccion un promedio de 81% de
presencia de mandibulas. A los 27 dias la totalidad de las poslarvas de todos

los tratamientos presentaban la mandibula bien desarrollada y funcional.
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Fig. 9. Porcentaje de juveniles de Strongylocentrorus franciscanus que
presentaron mandibula funcional, en relacién al 100% de los sobrevivientes.
Los muestreos se realizaron a los 17 y 27 dias después de la induccion a la
metamorfosis con KCl y GABA a diferentes concentraciones. Promedio

obtenido en tres muestras al azar de- 10 organismos.
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6- DISCUSION
6.1- Metamorfosis

La larva del erizo rojo S. franciscanus fue inducida a la metamorfosis y
completé su proceso hasta juvenil cuando fue expuesta al KCI, GABA y L-
glutamina, lo cual indica que no es especifica de un inductor. En el aspecto
biotecnolégico en el proceso de produccion de semilla de juveniles, esa
generalidad de la larva facilita la eleccion de un inductor accesible y economico.
Por otro lado en el medio marino representa una ventaja para la larva, ya que al
ser transportadas principalmente por las corrientes oceanicas cientos de
kildmetros de su lugar de origen (Strathmann, 1987 Cameron y Schroeter,
1980), pueden ser sensibles y metamorfizarse ante una variedad mas amplia
de sustratosLo anterior también puede ocasionar que la larva inicie la
metamorfosis en condiciones menos favorables para su desarrollo y por

consecuencia morir.

Los inductores KCI, GABA y L-glutamina fueron eficientes para iniciar el
proceso de metamorfosis en las larvas de erizo rojo, aungue la concentracion
mayor de 10" M, resulté tener un efecto toxico hacia las poslarvas (figs. 4 y 5).
Sin embargo para otras especies, esta concentracion sélo inhibe el
asentamiento y la metamorfosis, como se reporta para tres especies de
briozoarios del género Bugula (Lynch, 1949), que al ser expuestas al KCl en
concentracion de 10" M, mostraron el comportamiento anteriormente
mencionado y en concentraciones por arriba de 35x102 M, iniciaron pero no
culminaron la metamorfosis (Wendt y Woollacott, 1995). Por otro lado las larvas
en este estudio, expuestas a una menor concentracion de KCI (102 - 107 M),
alcanzaron porcentajes de metamorfosis por arriba del 59% (figs. 4 y 6) con
una sobrevivencia final mayor a 35% (fig. 8). Con lo anterior se puede suponer
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que estas concentraciones no afectaron a las larvas durante el proceso de
metamorfosis del erizo rojo. Cabe destacar que en el control negativo (sin
inductor) el porcentaje maximo alcanzado de metamorfosis fue del 77% y en el
control positivo (diatomeas bentonicas) con 52% (figs 4-6)(tablas | y lil, ver
anexo). Esto puede revelar que la metamorfosis alcanzada en las diferentes
concentraciones utilizadas no sean necesariamente por efecto del inductor y las
larvas se hayan metamorfizado por causas diferentes, © incluso que ya
hubieran estado en inicio de metamorfosis al momento de la induccion, aunque
en el monitoreo de la condicion de las larvas antes de depositarlas en los
frascos experimentales, no excedia del 18% las larvas que estaban en inicio de
metamorfosis. Este hecho podria aportar evidencias de la poca especificidad de
las larvas al inductor, ya que el agua filtrada a 1pym y pasada por luz UV, no
excluia bacterias ni sustancias disueltas que a muy baja concentracion
pudieran actuar como inductores al estar en contacto con las larvas. Como se
observa en las figs. 4-7, el control negativo tuvo porcentajes de metamorfosis
muy similares a los alcanzados por los tratamientos con la menor
concentracion, donde se puede suponer que a esa concentraciéon no tuvo
efecto alguno el inductor aplicado y la metamorfosis obtenida fue resultado
unicamente del agua de mar. En el trabajo de Pearce y Scheibling (1994)
utilizaron para su experimento agua fillrada a 0.45um y el porcentaje de
metamorfosis obtenido en las unidades experimentales sin inductor fue del 2%,
esto puede sustentar lo planteado anferiormente. Estos uGitimos autores
reportan que la utilizacion de una concentracion de 10° M de KCl en el
equinodermo Echinarachnius parma, resultd ser toxico, y en concentraciones
de 1.2x10% y 24x10° M el erizo morado Strongylocentrotus purpuratus
expuesto a ese mismo inductor no indujo a la metamorfosis (Rowley, 1989). Si
bien, en otros invertebrados marinos como el gasterdépodo Crepidula fornicata

con concentraciones de KCI de 24102 M obtuvieron el 100% de metamorfosis

{(Pechenick y Heyman, 1987).
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Fl GABA estimulé favorablemente a las larvas competentes y se
alcanzaron porcentajes de metamorfosis por arriba del 90% en los tratamientos
con las concentraciones 10° My 107 M (figs. 4 y 6). Estos resutados fueron
similares a los reportados para otros invertebrados marinos, como el abuldn
Haliotis rufesens, donde la concentracion éptima para inducir la metamorfosis
es 10° M (Morse, et al. 1980). De la misma manera estos resultados son
consistentes para las larvas del ostion Crassostrea belchern, donde indujo un
58% a la metamorfosis a la misma concentraciéon (Tan y Wong, 1995). Esto
sugiere que la sensibilidad para la respuesta a la metamorofosis con GABA es

semejante en diferentes especies de invertebrados marinos.

Se ha propuesto la teoria de que el efecto del GABA sobre las larvas es
debido a la interaccion de éste con los receptores de la membrana que controla
el cambio iénico, lo cual provoca una despolarizacion, y por consecuencia la
larva se metamofiza. Esto fue descrito para larvas de abulén Haliotis por
Baloun y Morse (1984). En cambio, en algunas especies tales como el erizo
Pseudocentrotus depressus y Hemicentrotus pulcherrimus la inducciéon con
GABA no es eficiente. Esto se comprob6 cuando se utilizdé GABA a una
concentracion 107 M con P. depressus, donde las larvas presentaron un rapido
doblamiento de los brazos y evertimiento de! rudimento juvenil, pero a las pocas
horas recobraron su aspecto larval (Yazaki y Harashima, 1994). Cuando el
GABA se aplic para H. pulcherrimus las concentraciones oscilaron entre 10y
10° M y no indujo a la metamorfosis (Yazaki. 1995). Resultados similares se
obtuvieron cuando se expuso al gasterépodo Crepidula fornicata, al GABA a
Ax107 y 4x10° M, donde no tuvo ningun efecto (Pechenik y Heyman, 1987).
No obstante es importante resaltar que a pesar de los buenos efectos del
GABA sobre las larvas del erizo rojo, no se tuvieron diferencias significativas
(p>0.05) con los controles positivo y negativo, posiblemente por las mismas

causas explicadas con anterioridad cuando se utilizé KCI como inductor.
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Las larvas del erizo rojo tuvieron una reaccion menos sincronica con el
compuesto L-glutamina a diferencia del KCI y el GABA. Se observo que la
metamorfosis inicid hasta las 72 horas posteriores a la induccion (fig. 5). Esto
pudo ser debido a que la sensibilidad de la larva ante la L-glutamina es
diferente, lo que hace que la metamorfosis no se desencadene tan rapido como
con KCl y GABA. Cuando se utilizé L-glutamina en el erizo Hemicentrotus
pulcherrimus mostré tener efectos inhibitorios en la actividad mitética de las
células epiteliales cuando el tiempo de induccion fue prolongado (Yazaki,
1995). Cuando este autor indujo a la metamorfosis a H. pulcherrimus con L-
glutamina las larvas iniciaron la metamorfosis hasta 48 horas después de la
induccion. Esto coincide con lo reportado para Pseudocentrotus depressus
(Yazaki y Harashima, 1994). Aun con lo expuesto anteriormente, en la presente
investigacién el mayor porcentaje de metamorfosis estuvo relacionado con la
mas alta concentracion del inductor, aunque cabe destacar que la
concentracion alta (107 M), fue toxica para las larvas de S. franciscanus. Para
H. pulcherrimus y P. depressus los autores no reportan la sobrevivencia, por lo
que se hace énfasis, que en este tipo de experimentos es importante darle
seguimiento a las poslarvas hasta completar la metamorfosis, ya que el

inductor puede inducir la metamorfosis, pero horas o dias después tener

consecuencias fatales.

Otra alternativa para aplicar inductores es en forma de cristales, como se
ha sugerido para la glutamina. Cuando se utiliz6 en los erizos
Strongylocentrotus intermedius y Scaphechinus mirabilis, se obtuvo 100% vy
50% de metamorfosis respectivamente agregando 10 pg ml™, el estimulo a la
metamorfosis resultd de la formacién de un gradiente en la concentracion al
momento de disolverse los cristales (Naidenko, 1996). Cuando se busca un

inductor en la aplicacion de una biotecnologia para producir juveniles a gran
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escala es fundamental que ademas de una buena induccion a la metamorfosis,
ésta se lleve a cabo completamente y de manera sincronica, para que se

obtengan el mayor ntmero de juveniles posibles.

El tiempo de exposicion de las larvas al inductor fue determinante en la
sobrevivencia a su estadio poslarval principalmente a altas concentraciones.
Puesto que fue evidente que la sobrevivencia de las larvas que estuvieron
expuestas a estos compuestos a una concentracion de 10" M durante 24 horas
(figs. 4 y 5) tuvieron una sobrevivencia muy inferior a las larvas que estuvieron
expuestas por un tiempo de tres horas (fig. 7). En los tres casos donde se
expusieron por 24 horas, se presento un inicio de metamorfosis, ya que en
todas las muestras que se evaluaron a las 72 horas después ya tenian forma
de poslarvas cuando murieron. Lo anterior indica que si bien se inici6 fa
metamorofosis, la alta concentracion del inductor impidié de alguna manera que
ésta llegara a su término. Una respuesta igual se presentd para el equinodermo
Echinarachnius parma, cuando se utilizé KCI en concentracion de 10y 8x107
M expuesto durante 24 horas tambien resultd tener un efecto tdxico para las
larvas y causé la mortalidad del 100% (Pearce y Scheibling, 1984). En el
presente trabajo cuando el tiempo de exposicion de la tarva al inductor se
redujo, la mortalidad poslarval disminuyd, y se obtuvieron valores de
metamorfosis del 87% y 92% para KCl y GABA respectivamente 72 horas
después de la induccion (fig. 7). Con lo expuesto anteriormente se mostré que
el tiempo de exposicion de la larva a algunos inductores en altas
concentraciones es vital cuando se trata de obtener porcentajes de
metamorfosis y sobrevivencia costeables. Esto indica que la larva del erizo rojo
se ve afectada directamente cuando es expuesta por tiempos prolongados a
concentraciones altas de inductores quimicos. Sin embargo algunas especies
pueden ser favorecidas por esta concentracidn, tal es el caso del erizo

Strongylocentrotus droebachiensis cuando se utilizd GABA para inducir a la
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metamorfosis a concentracion de 10" M expuesta por 24 horas, no mostré ser
afectado por el inductor, y se obtuvo una metamorfosis del 70%. A esta
concentracion las poslarvas fueron normales y activas después de dos
semanas a partir de la induccion (Pearce y Scheibling. 1990). Por lo tanto el
tiempo de exposicion es un factor importante para la sobrevivencia de los
organismos y debe considerarse cuando se utitizen inductores quimicos
aplicados en acuacultura. En trabajos posteriores con larvas de erizo rojo
debera manipularse el tiempo de exposicion, ya que es conveniente saber si en

menor tiempo de exposicion se tienen resultados similares.

Varios estudios concuerdan que la utilizacion de inductores quimicos
para inducir la metamorfosis en invertebrados marinos, no representa ser una
desventaja en comparacion a inductores naturales tales como macroalgas,
placas microbianas (Pearce y Sscheibling, 1991), diatomeas benténicas (Salas-
Garza y Searcy-Bernal, 1992, Rogers-Bennett, et al., 1994), algas coralinas
incrustantes (Pearce y Scheibling, 1990; Kitamura, et al, 1994), asi como
también el habitat de los adultos (Kato y Schroeter, 1985; Pfister y Bradbury.

1996), el mucus que segregan algunos moluscos (Grant, 1981), entre otros.

Los porcentajes de metamorfosis obtenidos con diatomeas bentdnicas y
el control negativo, fueron ligeramente inferiores a la mayoria de los
tratamientos con inductores quimicos utilizados sin presentarse diferencias
significativas (p>0.05). A diferencia de lo que se esperaba el contro! positivo
proporcioné valores de metamorfosis inferiores (p= 0.0154) al control negativo,
lo que pudo deberse al origen del cultivo de las diatomeas, su estadio de
madurez, la especie o especies que componen el cultivo y las bacterias
asociadas que pudieron ser determinantes para que afecten la respuesta a la
metamorfosis en las larvas (Salas-Garza, 1995). La pelicula de bacterias puede

influir en el asentamiento de las larvas de invertebrados de diferentes maneras;
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al crear micro condiciones por cambios de pH (Mitchell y Young, 1972) o la
sintesis de varios compuestos que pueden inducir a la metamorfosis y que solo
pueden ser producidos por bacterias muy especificas. En el caso de las
diatomeas bentonicas, estas se encuentran asociadas a cianobacterias, las
cuales producen ficobiliproteinas, y se sugiere que los inductores pueden de
alguna manera estar relacionados con la sintesis, funcién o degradacion de las
ficobiliproteinas, y sus precursores o productos de degradacion (Morse, ef al.,
1979b; Morse y Morse, 1984).

En la literatura disponible no se encontraron antecedentes de inductores
quimicos a la metamorfosis utilizados en la larva del erizo rojo, pero si con
diatomeas bentonicas. Sin embargo se sefiala que con las diatomeas
bentdnicas se presentaron elevadas tasas de mortalidad, debido a que las
poslarvas presentaron una membrana de color negro-rojizo que impedia que la
mandibula estuviera funcional y por lo tanto que la poslarva se alimentara
(Rogers-Bennett et al, 1994). En el presente trabajo, la mortalidad en las
unidades experimentales donde se utilizaron las diatomeas, se debio a la
presencia de protozoarios, provenientes seguramente, del lugar donde se
colectaron las diatomeas. Es importante senalar que en este estudio el
promedio general de sobrevivencia final fue del 27% vy las poslarvas
desarrollaron una mandibula funcional en un plazo de 27 dias, mientras que en

el estudio en comparacién de Rogers-Bennett et. al., la metamorfosis se

prolongé hasta 80 dias.
6.2 Sobrevivencia de juveniles

Como se mencioné anteriormente la sobrevivencia de poslarvas

resultante del uso de GABA y L-glutamina a la mayor concentracion utilizada de
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107" M y por 24 horas de exposicion fue nula debido a efectos de toxicidad. Lo

mismo ocurri6 con el KCI, aunque en este caso la sobrevivencia fue del 21%.

En el segundo experimento, sélo se le dio seguimiento a los
tratamientos de KCl y GABA, debido a que en los tratamientos con L-glutamina
y diatomeas bentonicas, la presencia de protozoarios provocéd una mortalidad
cercana al 100%. No se pudieron apreciar diferencias significativas (p<0.05) en
la sobrevivencia de juveniles entre las concentraciones de los tratamientos de
KC| y GABA (tablas Il y IV, ver anexo). Destaca el hecho de que en el
momento de la induccion a la metamorfosis, se observé un mayor nimero de
larvas que inician la metamorfosis en relacion directa a la concentracion del
inductor. El nimero de poslarvas obtenido al término de la metamorfosis, al
paso del tiempo se va igualando en todos los tratamientos independientemente
del nimero de larvas que inicid la metamorfosis. Esta situacion concuerda con
lo encontrado por Salas-Garza (1995), en un estudio realizado con larvas de
abulén. Este autor reporta una metamorfosis de mas del 90% utilizando GABA
y con diatomeas benténicas por debajo del 40%. Por lo tanto se esperaria mas
de! doble de poslarvas y juveniles obtenidos con GABA. Sin embargo, obtuvo
mortalidades superiores al 50% con GABA, por lo que la diferencia en la

sobrevivencia de juveniles entre el GABA y las diatomeas bentdnicas se redujo.

En diferentes trabajos los investigadores coinciden que el cambio de la
vida larval a la vida bentonica es el elemento que mas influye en la mortalidad
de las poslarvas es en su interaccion con microalgas bentonicas, las cuales
seran su primer alimento, como es el ¢aso del abuldn, y el erizo ya que tienen
habitat y dieta muy similar (Imai, 1867; Seki. 1980, Ebert y Houk, 1984; Garland
y Cooke, 1985, McBride, 1990). También es conocido que las bacterias
asociadas a la pelicula de microalgas provocan infecciones y muerte a 1os

juveniles (Scheltema, 1974}.
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Las poslarvas de los fratamientos denominados como “no manejo”,
presentaron una sobrevivencia similar a los que si $& manejaron a pesar de que
el manejo fue intenso. Por lo anterior se descartd que el manejo de los
organismos al momento de las evaluaciones sea una causa importante de
mortalidad, lo cual indica que la larva es resistente al movimiento, ya ¢que no se
observd que estuviera maltratada, ni tuvieron de brazosrotos, ni tampoco

presentaron cambios de comportamiento por causa de estrés.

6.3 Desarrollo de las mandibulas

En la metamorfosis del erizo se llevan a cabo cambios tanto
morfoldgicos como fisiologicos. Los morfologicos pueden durar un tiempo
aproximado de pocos minutos a unas cuantas horas y se pueden observar
directamente a través de un microscopio compuesto. Pero los cambios
fisioldgicos implican un mayor tiempo que va desde cinco hasta 80 dias, en el
caso del erizo rojo (Hinegardner, 1969) (Rogers-Bennett, et al., 1994). Después
de los primeros dias del inicio de la metamorfosis, los cambios no son tan
evidentes y s6lo se manifiestan de manera indirecta. En el sistema digestivo del
erizo, los cambios terminan cuando la boca y el ano se abren, por lo tanto el
erizo empieza a comer y a defecar y de este modo se pone fin al proceso de
metamorfosis (Hinegardner, 1969). Las poslarvas de erizo rojo, empezaron a
mostrar una mandibula funcional siete dias despues de la induccién, aunque
ias evaluaciones se hicieron a partir del dia 17, a diferencia de lo reportado por
Rogers-Bennett et al. (1994) que examinaron poslarvas de erizo rojo y
observaron que el 90% de los organismos no presentaban mandibula, sino una

membrana peristomal que cubria a ésta y le impedia ser funcional. Estos
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autores sefialan que fué hasta los 80 dias posteriores a la metamorfosis que se

di6 la emersion de la mandibula.

Después de 27 dias de la induccion a la metamorfosis casi el 100% de
los juveniles de los tratamientos evaluados ya presentaban una mandibula
funcional y se alimentaban de las diatomeas hentdnicas que les fueron
suministradas como alimento, confirmandose con los rastros que dejaron en el
fondo de los frascos. En todas las concentraciones utilizadas con GABA se
observé una mayor sincronizacion de la emersion de la mandibula, ya que para
los 27 dias el 100% de las poslarvas presentaron mandibula funcional (fig. 9). A
diferencia de KCL, en los cuales se observa que no en todos alcanz6 el 100%
(fig.9). Por lo tanto se puede esperar que con la utilizacién de GABA como
inductor, se obtendran poslarvas con mandibula funcional, lo cual puede

resultar benéfico en un cultivo, donde se requiere una sincronizacion en el

crecimiento de los juveniles.

La utilizacién de inductores quimicos en la metamorfosis de
invertebrados marinos, busca principalmente, proveer un estimulo directo a las
larvas competentes, para promover una sincronizacion en el proceso de
metamorfosis y en la culminacién de ésta con un mayor nimero de juveniles.
La mayoria de los autores no reporta un seguimiento hasta el término de la
metamorfosis donde se pueda comparar la sobrevivencia de los juveniles con
diferentes inductores, lo cual es de importancia, ya que un inductor quimico que
active la metamorfosis, no garantiza juveniles saludables ni la sobrevivencia de
los mismos, como se demostrd en este trabajo. Por lo tanto estos resultados no
concuerdan con lo sefialado por Morse (1879b), el cual determina que con un
inductor adecuado se incrementan las tasas de metamorfosis, se obtiene un
desarrollo mas rapido y mejora la sobrevivencia de la poslarva. La mortalidad

de las poslarvas puede ser consecuencia de varios factores (la efectividad del
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inductor y el momento de la induccion, el compuesto, la concentracion y el
tiempo de exposicién) de manera que solo algunas poslarvas logran completar

el proceso de metamorfosis y el resto muere, (Morse, et al. 1979).
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7- CONCLUSIONES

o La larva del erizo rojo respondié a los inductores utilizados, probando que

no es especifica de un inductor en particular.

o La metamorfosis de las larvas tuvo una relacién directa con la concentracion

del inductor,

o La sobrevivencia de los juveniles estuvo influenciada por factores externos
mas que por la concentracion y el inductor al que estuvieron expuestas,

aungue el tiempo de exposicion fue determinante en los primeros momentos

de la metamorfosis.

o Las poslarvas presentaron mandibulas funcionales en todos los
tratamientos de KCl y GABA. No se observaron malformaciones en los

juveniles a causa del inductor.
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Tabla |.— ANDEVA de dos vias del experimento de induccion a la metamorfosis
de larvas de erizo rojo con diferentes inductores (KCl, GABA, L-glutamina) a
diferentes concentraciones (10'1, 10,107 M). (e« = 0.05)

. &

“Fuente  delGrados de Suma de Media  Fcalculada
“variacion libertad cuadrados  cuadratica

. Inductor 2 244222 122.111 12.166

‘ Concentracion | 2 2195656 109.778  10.937
Interaccion 4 542.222 135.556 13.506

 Residual 18 180.667 10.037

“Total 26 1186.667  45.641

can e ma s 0 -

Tabla It.— Prueba de contrastes de Tukey del experimento de induccion a la
metamorfosis de larvas de erizo rojo con diferentes inductores (KCIl, GABA, L-
glutamina) a diferentes concentraciones (10™, 10°°, 10™"° M). Solo se muestran
los tratamientos que fueron significativamente diferentes (p< 0.05)

,,,,,

ey | [
KCI 107 Vs KCi 107 0.0112 ?
KCI 107" Vs KCt 107 0.0001
KCI 10°Vvs KCI 107'° 0.0039 :
KCI 10" Vs Blanco 0.0005
KCI 10" Vs Diat, Bent 00229
“KCl 10 Vs Diat. Bent 0.0012

GABA 107 Vs GABA 10" [0.0180
GABA 107 Vs Diat. Bent. |0.0229 |
Lglu 10°VsLglu 107" 0.0275 !
“L-glu 10" Vs Diat. Bent 0.0144
‘L-glu 10° Vs Diat. Bent 0.0034 3
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Tabla Hl.- ANDEVA de una via, de los datos de metamorfosis obtenidos de la
induccion con KCI (concentraciones 107, 10°, 107 M) y el control positivo y
negativo, 24 horas pos-induccién. (e = 0.05)

Fuente de |Grados ~ de|Suma  de|Media [F .
- variacion libertad cuadrados cuadratica ;
; Entre Tatamientos | 3 61.667 20.556 [0553
“Residual 8 297,333 37.167

- Total

11

wor a2 s Coeem ot

359.000

Tabla V.- ANDEVA de una vfa%de los datos de metamorfosis obtenidos de la
induccion con GABA (107, 107, 107 M) y el contro! positivo y negativo, 24
horas pos-induccion. (« = 0.05)

Fuente de | Grados ~ de|Suma  de|Media  |F :
variacion libertad cuadrados cuadrética
“Entre Tatamientos | 3 164.917 54072 4815
“Residual 8 91.333 11.417

256.250

Total

11

Tabla V. — ANDEVA de una via de la sobrevivencia de las poslarvas después
de haber inducido a la metamorfosis con KCl a diferentes concentraciones. (« =

0.05).
! Fuente de | Grados ~ de|Suma  de|Media |F .
. variacion libertad cuadrados cuadratica ‘
“Entre Tatamientos | 15 9440.333 629.356 | 1.085
: Residual 32 18562.667 580.083

28003.000

" Total
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