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ABSTRACT
Effect of temperature on morphology and reproduction of sea urchin, Arbacia dufresnii

(Echinodermata: Echinoidea)

Introduction: The increase in atmospheric CO, values and the consequent warming of seawater constitute
stressors for marine ecosystems, renovating interest in echinoid physiology. The echinoid Arbacia dufresnii is
a widely studied species with a wide distribution in the North Patagonian gulfs. Objective: Evaluate the effect
of seawater temperature on its morphology and reproduction. Methods: Individuals were exposed for 10 weeks
(April-June 2016) to three temperature treatments (13 °C control, 15 °C and 17 °C) according to the current
conditions of seawater and the expected values for the next century. At the end of the experiment, diameter and
weight of the whole individual and of its internal organs were statistically and histologically analyzed. Results:
Individuals exposed to higher temperatures died in greater numbers. The control, and the 17 °C treatment, had
no changes in dry gonad and intestine weights. However, the 15 °C group had wider diameter of test and a
higher dry weight of gonads and intestine. At this temperature, the gonadal stages for males were similar to the
environment, but females had more advanced stages. Conclusions: Temperature of 15°C could be optimal for
assimilating food and obtaining energy. Gonads and intestine would be showing changes in the short term, unlike
the calcified organs (test and Aristotle’s lantern).

Key words: echinoid; thermal experiment; gametogenesis; gonadal production; physiology.

El exceso de gases liberados a la atmosfera
genera un progresivo aumento de la tempe-
ratura y de dioxido de carbono (CO,), produ-
ciendo procesos globales de cambio climatico.
Estos procesos afectan a los sistemas natura-
les y humanos en todos los continentes y en

los océanos (IPCC, 2014). Debido a que el
calentamiento de los océanos genera cambios
en la circulacion oceanica, en los patrones
climaticos regionales y en la distribucion de
las precipitaciones; ocurren cambios fisicos
en el ambiente y esto produce estrés en los
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ecosistemas (Przeslawski, Ahyong, Byrne,
Woerheide & Hutchings, 2008; Brierley &
Kingsford, 2009). El océano ha absorbido mas
de un 80 % del calor incorporado al sistema
climatico y, en consecuencia, la temperatura
media del mar ha aumentado alrededor de 0.6
°C en los ultimos 100 anos (IPCC, 2013). Las
predicciones plantean que para el afio 2100 la
temperatura superficial del mar se incremente
de 0.3 a 4.8 °C (IPCC, 2013). Dado que las
zonas costeras son muy vulnerables y que
sus ecosistemas son especialmente sensibles
a las presiones ambientales como los cambios
en la temperatura (IPCC, 2014), es esperable
que los invertebrados y sus ecosistemas se
vean afectados de forma aguda como también
crénica, con efectos que van desde subletales
a letales y variando durante su ciclo de vida
(Przeslawski et al., 2008).

La temperatura del agua es el principal
factor que determina el 6ptimo funcionamiento
del metabolismo de los invertebrados marinos
(Hochachka & Somero, 2002). En general, un
aumento de temperatura afecta la asimilacion
de alimentos, el crecimiento (Kemp & Britz,
2008; Gooding, Harley & Tang, 2009), la res-
piracion (McElroy, Nguyen & Byrne, 2012),
el desarrollo de las gonadas, reproduccion
(Olive, 1995; Bates, 2005) y la supervivencia
en los invertebrados marinos (Sanford, 2002;
Gooding et al., 2009; Gonzalez et al., 2010;
McElroy et al., 2012). A su vez, el aumento de
las temperaturas del mar se ha relacionado con
cambios en patrones temporales de desove en
regiones templadas (Edwards & Richardson,
2004; Lawrence & Soame, 2004).

El estado fisiologico es el principal deter-
minante de la tolerancia de una especie a la
variabilidad y cambio ambiental. Durante las
ultimas décadas hubo un renovado interés en la
fisiologia de los equinodermos, principalmente
en la adaptabilidad de algunas especies frente
a los cambios previstos de diferentes parame-
tros ambientales marinos (McGaw, Clifford &
Goss, 2015). En el caso particular de estudios
sobre el posible efecto del cambio climatico
sobre los equinoideos, se los ha utilizado para
estudiar los efectos sobre procesos fisiologicos

tales como la respiracion, la alimentacion,
reproduccion, fertilizacién y, principalmente,
el desarrollo larvario (Byrne, Andrew, Worth-
ington & Brett, 1998; Kurihara & Shirayama,
2004; Byrne et al., 2009; Dupont & Thorndyke,
2009; Byrne, 2010; Cohen-Rengifo, Garcia,
Hernandez, Hernandez & Clemente, 2013;
Wangensteen, Turon, Casso & Palacin, 2013;
Delorme & Sewell, 2016). Los equinoideos
suelen tener un rango Optimo de temperatura
en el cual se desenvuelven apropiadamente
en cuanto a los procesos fisiologicos (Hocha-
chka & Somero, 2002; Siikavuopio, Mortensen
& Christiansen, 2008; Gooding et al., 2009;
Azad, Pearce & McKinley, 2011; Watts, Hofer,
Desmond, Lawrence & Lawrence, 2011; Siika-
vuopio et al., 2012). Sin embargo, cuando los
animales estan expuestos a temperaturas fuera
de ese rango, procesos fisiologicos como la
alimentacion, el crecimiento, el desarrollo de
las gonadas y/o la supervivencia pueden verse
comprometidos negativamente (Siikavuopio et
al., 2008; Lawrence et al., 2009; Zamora &
Jeffs, 2012; Uthicke, Liddy, Nguyen & Byrne,
2014). Los cambios en el metabolismo pue-
den afectar de forma diferente las distintas
funciones fisioldgicas, asi, en erizos de mar,
tanto la linterna de Aristoteles (6rgano mastica-
dor) como el caparazon (endoesqueleto) suelen
mostrar respuestas a cambios ambientales de
forma gradual (Lawrence & Ellwood, 1991),
mientras que los drganos internos, de meta-
bolismo rapido, como las génadas y el tracto
digestivo, lo hacen a escalas de tiempo cortas
(dias a semanas) (Russell, 1998).

La gran mayoria de las especies de equi-
noideos son herbivoros y cumplen funciones
claves en los ecosistemas costeros que habitan,
siendo capaces de alterar la abundancia, distri-
bucion y composicion de las asociaciones de
algas e invertebrados (Pérez, Gil & Rubilar,
2014). Por lo tanto, cambios a nivel fisiologico
individual con implicancias en la supervivencia
y la reproduccion de la poblacion (Delorme
& Sewell, 2016) pueden tener consecuencia
también a nivel de ecosistema (Paine, 1966;
Harrold & Pearse, 1987; Hernandez, Biickle,
Guisado, Baron & Estavillo, 2004). El erizo
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de mar Arbacia dufiesnii presenta una amplia
distribucion a lo largo de la costa Argentina,
siendo una de las especies dominantes en las
comunidades bentonicas de los golfos norpa-
tagénicos (Bernasconi, 1953; Brogger et al.,
2013; Epherra, 2016). Estudios en la poblacion
de A. dufresnii de Golfo Nuevo (Patagonia,
Argentina) han mostrado que en afos mas cali-
dos se observa una mayor produccion gonadal
y un periodo de desove mas prolongado (Ephe-
rra et al., 2015). Por otro lado, estudios en labo-
ratorio mostraron que el desarrollo embrionario
y larval se ven afectados significativamente
por un aumento de la temperatura (Fernandez,
Chaar, Epherra, Gonzalez-Aravena & Rubilar,
2021). Estos antecedentes fueron claves para
plantear el estudio en condiciones controladas
del efecto del aumento de la temperatura del
agua de mar sobre parametros morfologicos y
reproductivos del erizo de mar Arbacia dufres-
nii (Echinodermata: Echinoidea).

MATERIALES Y METODOS

Muestreo: Se recolectaron 87 individuos
adultos de Arbacia dufresnii (abril de 2016)
mediante buceo autéonomo en Punta Cuevas
(Golfo Nuevo, 42°46°3” S & 64°54°51” W);
los organismos fueron transportados al Servicio
de Acuario Experimental del CCT CENPAT
donde fueron aclimatados durante una semana
en un acuario de 30 1 a 14 °C (+ 1), salinidad
33-34 ppm y un fotoperiodo de 12:12. Duran-
te este tiempo, los erizos de mar no fueron
alimentados con el objetivo de comenzar el
experimento con todos los organismos en la
misma condicion.

Disefio experimental: Previo al comien-
zo del experimento, se individualizaron los
organismos, se determind el peso sumergido
utilizando una balanza gravimétrica (0.01 g)
y el didmetro maximo del caparazéon mediante
un calibre digital (0.01 mm) para cada uno. Se
seleccionaron 15 individuos (ocho hembras
y siete machos) al azar para establecer los
parametros a estudiar de la poblacion natural
(de ahora en mas llamado “INICIO”) antes

de comenzar el experimento. Estos fueron
anestesiados con C1,Mg 5 % previamente a ser
diseccionados siguiendo recomendaciones de
Rubilar y Crespi-Abril (2017) para determi-
nar el peso de los 6rganos: goénadas, intestino
(conjunto de esofago, intestino y ano), capara-
z6n y linterna de Aristdteles. Los pesos secos
(balanza gravimétrica, 0.001 g) se obtuvieron
llevando los o6rganos hasta peso constante en
estufa a 60 °C.

Los 72 individuos restantes fueron utiliza-
dos para llevar a cabo el experimento que tuvo
una duracion de ocho semanas (65 dias), abar-
cando parte del periodo de gametogénesis de
A. dufresnii, que transcurre principalmente en
otoflo e invierno (Brogger et al., 2010; Epherra
et al., 2015; Rubilar et al., 2016).

Se realizaron tres tratamientos utilizando
como factor la temperatura del agua de mar:
13 °C (= 0.7), 15 °C (= 1.0) y 17 °C (£ 0.7).
De acuerdo con (Pisoni, Dellatorre & Rivas,
2017), los valores promedio son 15.6 °C en
abril, 13.9 °C en mayo y 12.4 °C en junio, por
lo que el tratamiento a 13 °C es posible consi-
derarlo como control, puesto que oscila entre
los valores naturales para la época de estudio,
mientras los otros dos tratamientos a 15 °Cy 17
°C representan valores elevados para la época
del afio (Dellatorre, Pisoni, Baron & Rivas,
2012; Pisoni et al., 2017). La segunda (15 °C)
representa un incremento de dos unidades por
encima del control, el aumento intermedio
esperado para fines del siglo XXI y la tltima
(17 °C) representa una temperatura extrema
que podria llegar a darse de acuerdo con los
modelos maximos calculados en zonas coste-
ras para finales del siglo XXI (+4 °C), de no
mediar la disminucién de emisiones de diéxido
de carbono (CO,) a la atmosfera (IPCC, 2014).

En cada tratamiento se utilizaron 24 indi-
viduos, separados individualmente para evitar
la competencia por espacio y alimento. Cada
acuario contenia 3 1 de agua de mar filtrada
(300 micras y filtro UV), un aireador y un filtro
de canasta (biologico y mecéanico) que permite
asegurar la oxigenacion y la calidad del agua.
Se colocaron de a seis acuarios individuales
dentro de un recipiente de plastico de mayor
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tamafio, con agua de mar y un calentador
(Atman) asociado a un sensor de temperatura
programado a la temperatura deseada. La sali-
nidad del agua se mantuvo entre 33-34 ppm
con un fotoperiodo de 12:12. Tanto la tempe-
ratura como la salinidad fueron monitoreadas
y registradas diariamente. Previo al comienzo
del experimento, se corrobord que no exista
diferencia en el diametro y peso sumergido
(ANOVA, P =0.96 y P = 0.46, respectivamen-
te) entre tratamientos.

Durante el experimento, los ejemplares
fueron alimentados ad libitum dos veces por
semana con similar cantidad de alimento arti-
ficial (aprox. 400 mg, Texas A&M AgriLife
Research) de acuerdo a Rubilar et al. (2016).
Previamente a ser alimentados, se retiraron los
restos de alimento no consumidos y las heces
producidas y, a su vez, se realizaba un recambio
de dos tercios del agua de mar filtrada en cada
acuario, mediante succioén del fondo con una
manguera, para evitar acumulacion de com-
puestos nitrogenados. Se monitored el estado
de los individuos mediante la observacion de
pérdida de espinas (presencia de espinas en el
fondo), desoves (color del agua), posicion y
movilidad de los individuos y mortalidad. Si
un individuo moria durante el experimento se
extraia inmediatamente.

Procesamiento de las muestras: Al fina-
lizar el experimento, se determind el peso
sumergido utilizando una balanza gravimétrica
(0.01 g), y el didmetro maximo del caparazén
mediante un calibre digital (0.01 mm). Luego,
los individuos fueron anestesiados con Cl,Mg
5 % para ser diseccionados y asi determinar
el peso seco de los 6rganos (gonadas, intesti-
no, caparazon y linterna de Aristoteles) de la
misma forma que los individuos al inicio del
experimento (INICIO). El sexo fue establecido
por la coloracién gonadal y analisis histolo-
gicos. Una porcion de las gonadas fue fijada
en Davidson por 24 h y conservada en etanol
70 %. El peso hiimedo de esta porcion fue
registrado para luego corroborar el peso seco
real de las gonadas de cada individuo. Para
determinar los estadios gonadales se realizaron

analisis histologicos de los tejidos de la gonada
que se deshidrataron en una serie de alcoholes
(70 %, 96 %, 100 %), luego se transparenta-
ron los tejidos en xileno y, finalmente, fueron
embebidos e incluidos en parafina. Los tejidos
embebidos en parafina fueron seccionados cada
7 pm con micrétomo rotacional Leica RM2255
y se tifieron siguiendo la técnica de tincion
con hematoxilina y eosina (Wilson & Gamble,
2002). Los preparados se observaron en un
microscopio optico Carl Zeiss DM2500 y las
fotografias se obtuvieron utilizando una camara
Leica DFC 280. Los estadios gonadales se cla-
sificaron considerando las células germinales y
los fagocitos nutritivos de acuerdo con Epherra
et al. (2015).

Al igual que al comienzo del experimen-
to, 15 individuos adultos del erizo de mar A.
dufresnii fueron recolectados de la poblacion
natural y procesados de la manera menciona-
da anteriormente, de ahora en mas Ilamado
FINAL. En este caso se hallaron siete hembras
y ocho machos.

Para analizar el efecto de la temperatura
y el sexo sobre los pardmetros medidos (peso
total sumergido, didmetro total del cuerpo,
peso seco de las gonadas, intestino, linterna de
Aristoteles y caparazon) se utilizaron Modelos
Lineales Generalizados (GLM) (McCullagh,
1984). En primera instancia, se realiz0 una
exploracion de datos grafica para comprender
la relacion entre la variable respuesta y cada
una de las variables explicatorias. Los graficos
de caja (Box-plot) se utilizaron para varia-
bles discretas y permitieron eliminar variables
explicatorias que estén altamente correlacio-
nadas. Para comprobar el ajuste a los datos,
se observd la cantidad de varianza explicada
por el modelo, la devianza (D?), la cual nos da
una idea de la variabilidad de los datos. Los
modelos fueron construidos del mas simple
(sin ningun factor) hasta el mas complejo que
incluye la interaccion entre los factores (lo cual
nos indica la dependencia de los factores), se
analizaron y se seleccion6 el mejor modelo con
base en tres criterios: i) Criterio de informacion
de Akaike (AIC del inglés Akaike Information
Criterion, indice que evalua tanto el ajuste del
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modelo a los datos como la complejidad del
mismo); ii) Analisis de los residuos (analisis
de los graficos de residuos observados frente
a estimados), y iii) Principio de parsimonia (el
modelo debe ser tan simple como sea posible).
En los resultados se muestran los valores AIC.
Todos estos analisis fueron realizados con el
software libre R (R Core Team, 2014).

Para analizar el efecto de la temperatura
del agua de mar sobre las variables peso total
y didmetro del cuerpo, asi como el peso seco
del caparazon de los erizos se utilizaron como
variables respuestas la variacion del diametro
del cuerpo (diametro final-diametro inicial), la
variacion del peso total del cuerpo (peso final-
peso inicial) y peso seco del caparazon al final
del experimento; y como variables explicato-
rias, temperatura (niveles: 13 °C, 15 °C y 17
°C) y sexo (niveles: machos y hembras). Para
estudiar el efecto de la temperatura del agua de
mar sobre las variables peso seco de gonada,
de intestino, de la linterna de Aristoteles se
seleccionaron como variables explicatorias, la
temperatura (niveles: 13 °C, 15 °C y 17 °C),
sexo (niveles: macho y hembra); y a su vez se
utilizé el didmetro final del cuerpo (DF) como
covariable (variable explicatoria continua), ya
que existe una relacion alométrica entre el
diametro del caparazon y los 6rganos de los
individuos (Ebert, Hernandez & Russell, 2011).

Para evaluar el efecto de la temperatura
del agua de mar sobre la gametogénesis de
los erizos, se realizd una descripcion de los
estadios gonadales. Mediante el analisis de
la proporcion en los cuales se encontraron en

los distintos tratamientos de temperatura y en
la poblacion natural al inicio (INICIO) y final
del experimento (FINAL). A diferencia de los
objetivos anteriores en este se incorporan datos
de la poblacion natural.

RESULTADOS

La supervivencia en cada tratamiento se
muestra en la Tabla 1. Cabe destacar que en el
tratamiento de 17°C, en un mismo dia ocurrid
la mortalidad de seis individuos (un cajon), los
cuales mostraban signos de enfermedad ya que
el agua presentaba turbidez y los organismos
habian perdido espinas y se observaban signos
de descomposicion.

El modelo que present6 el mejor ajuste a
los datos para variacion del diametro fue el que
incluia el factor temperatura (Tabla 2), donde
el tratamiento Temperatura = 15 °C presenta
valores significativamente mayores respecto a
las otras temperaturas (Fig. 1A, Tabla 3).

El mejor ajuste a los datos para variacion
del peso individual fue el modelo que incluia
unicamente el factor sexo (Figura 1B, Tabla 2,
Tabla 3). No se seleccionoé el modelo nulo aun-
que la diferencia segun el criterio de informa-
cion de Akaike es muy baja, ya que al realizarle
los estudios de los residuales el modelo selec-
cionado (Sexo0) mostré mejor ajuste a los datos.

Los resultados de los tratamientos térmi-
cos muestran que la temperatura y el sexo no
son factores que expliquen la variacion del
peso seco del caparazon, puesto que el modelo

TABLA 1
Arbacia dufresnii. Porcentaje de supervivencia y numero de individuos supervivientes al final del experimento separados
por tratamiento de temperatura y sexo. N inicial = 24 individuos por tratamiento

TABLE 1
Arbacia dufresnii. Survival percentage and number of surviving individuals at the end of the experiment separated by
temperature treatment and sex. Initial N = 24 individuals per treatment

Temperatura
13 °C 15°C 17 °C
83.33 % 66.66 % 41.67 %
Machos Hembras Machos Hembras Machos Hembras
10 10 4 12 5 5
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TABLA 2
Modelos propuestos para analizar la variable variacion del didmetro (didmetro final- didmetro inicial), variacion del peso
individuo (peso final-peso inicial) y peso seco del caparazon. Resaltado en negrita se observa el modelo seleccionado
que presentd mejor ajuste a los datos seglin Criterio de informacion de Akaike (AIC). La columna diferencia es el valor
correspondiente a la diferencia del valor de AIC entre el modelo nulo y los distintos modelos

TABLE 2
Models proposed to analyze the variable variation of diameter (final diameter - initial diameter) and variation of
individual weight (final weight-initial weight). Highlighted in bold is the selected model that presented the best fit to
the data according to the Akaike Information Criterion (AIC). The difference column is the value corresponding to the
difference of the AIC value between the null model and the different models

Variacion Diametro Variacion Peso Peso Seco Caparazon

Modelos . . . . . .
AIC Diferencia AIC Diferencia AIC Diferencia
Nulo 170.327 4 480.433 1 562.645 0.1430111 85.94147 0
Temperatura 165.846 0 1 568.504 0.7289927 88.54975 2.60828
Sexo 172.284 6437.303 1561.215 0 87.9413 1.9998269
Temperatura + Sexo 167.682 1 833.493 1577.621 16 406.828 90.47738 4.5349087
Temperatura * Sexo 170.410 4563.677 1611.107 49 891.988 86.52121 0.5797337
TABLA 3

Parametros de los modelos seleccionados para variables morfologicas de Arbacia dufresnii obtenidos mediante analisis de
GLM. Resaltado en negrita se muestra la significancia en el tratamiento correspondiente.
Donde, “***” = (, “**” = 0,001, “*”= 0,01, “.” = 0,05. Int: intercepto

TABLE 3
Parameters of the selected models for morphological variables of Arbacia dufresnii obtained by GLM analysis.
Highlighted in bold, the significance of the corresponding treatment is shown.

Where “***” =, “**” = (.001, “*” = 0.01, “.” = 0.05. Int: intercept
Variable Coceficientes Estimado Error Estandar Valor t Pr(>t])
Variacion de Diametro 13 (Int) -0.0855 0.3112 -0.275 0.7848
15 1.3574 0.4668 2.908 0.0057%**
17 0.8515 1.58 0.539 0.1215
Variacion de Peso Hembra (Int) 1.5215 0.2675 5.689 <0.0001%**
Macho 1.3574 0.4668 2.908 0.0057
Peso Seco Caparazon Intercepto 2.82244 0.0907 31.13 <2e-16 ***

seleccionado es el nulo (Figura 1C, Tabla 2,
Tabla 3).

Respecto al analisis del peso seco de los
organos en los diferentes tratamientos térmicos,
los modelos que mejor ajustan fueron dife-
rentes segin la variable analizada. En el peso
seco de gonadas, tanto la temperatura como
el sexo son los factores que mejor explican su
variacion entre tratamientos, el modelo selec-
cionado es el que presenta interaccion entre los
factores (Tabla 4). Los machos del tratamiento
a 15 °C presentaron valores significativamente

mayores (P < 0.05) respecto a hembras y a
las otras temperaturas (Figura 2A, Tabla 5).
El modelo nulo presentd el mejor ajuste a
los datos segun el criterio de informacion de
Akaike, pero en los estudios de los residuales,
el modelo seleccionado (Sexo) mostré mejor
ajuste a los datos.

Los resultados en peso seco de intesti-
no muestran que la temperatura junto con la
covariable DF son los factores que explican la
diferencia, el modelo seleccionado es el que
presenta aditividad entre éstos (Tabla 4). En
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TABLA 4
Modelos propuestos para analizar la variable peso seco de gonadas, peso seco de intestino y peso seco de la linterna de
Aristoteles. Resaltado en negrita se observa el modelo seleccionado que presentd mejor ajuste a los datos segtn Criterio
de informacion de Akaike (AIC). La columna diferencia es el valor correspondiente a la diferencia del valor de AIC entre
el modelo nulo y los distintos modelos

TABLE 4
Models proposed to analyze the variable dry weight of gonads, dry weight of intestine and dry weight of Aristotle’s
lantern. Highlighted in bold is the selected model that presented the best fit to the data according to the Akaike
Information Criterion (AIC). The difference column is the value corresponding to the difference of the AIC value between
the null model and the different models

Modelos Peso seco Gonadas Peso seco Intestino Peso seco Linterna
AIC Diferencia AIC Diferencia AIC Diferencia
Nulo -1996.935 3413.937 -8 889.258 13 339.512 -8 637.853 12 984.153
Temperatura -1 855.258 48.307 -8 832.319 13 908.907 -8 258.012 16 782.556
Sexo -2 075.338 2 629.904 -8 689.275 15 339.351 -857.519 13 610.776
Temperatura + DF -1704.784 6 335.438 1022.321 0 -9 689.122 2471.456
Sexo + DF -1 965.627 3727.016 -1 000.752 2 156.887 -9 936.268 0
Temperatura + Sexo -209.654 2417.881 -8 651.277 1571.933 -8 196.613 17 396.548
Temperatura * Sexo -2 338.328 0 -8 430.765 17 924.448 -8 185.126 17 511.416
TABLA 5

Parametros de los modelos seleccionados para los pesos secos de los diferentes organos de Arbacia dufiesnii obtenidos
mediante analisis de GLM. Resaltado en negrita se muestra la significancia en el tratamiento correspondiente. Donde,
CHREED = (), k¥ = 0,001, “*” = 0,01, “.” = 0,05. Int: intercepto. DF: diametro final (covariable)

TABLE 5
Parameters of the selected models for the dry weights of the different organs of Arbacia dufiesnii obtained by GLM
analysis. Highlighted in bold, the significance of the corresponding treatment is shown. Where, “***” = (, “**” = (.001,

“*2=0.01, “.” = 0.05. Int: intercept. DF: final diameter (covariate)
Variable Coeficientes Estimado Error Estandar Valor t Pr(>[t))
Gonadas Hembra, 13 (Int) 0.1517 0.0543 2.796 0.0080**
Macho 0.0261 0.0767 0.34 0.7356
15 -0.0003 0.07346 -0.004 0.9965
17 -0.0572 0.09397 0.608 0.5466
Macho, 15 0.2928 0.1253 2.337 0.0247*
Macho, 17 0.0161 0.1383 0.116 0.908
Intestino 13 (Int) -0.3500 0.1362 -2.570 0.0139 *
15 0.0484 0.0244 1.981 0.0543
17 0.0049 0.0292 0.171 0.865
DF 0.01993 0.0048 4.17 0.0001%**
Linterna de Aristoteles Hembra (Int) -0.2373 0.1448 -1.639 0.1087
Macho -0.0179 0.0233 -0.766 0.448
DF -0.0003 0.0735 -0.004 0.0001%**
detalle, el modelo seleccionado mostro que la Los resultados en peso seco de la linterna

temperatura 15 °C resulta significativamente de Aristoteles muestran que, al igual que en
mayor respecto a los demas niveles (Figura los individuos de campo, el sexo es un factor
2B, Tabla 5). importante puesto que el modelo seleccionado
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Fig. 1. Media, error estandar y rango de la variacion del diametro (a) y del peso del cuerpo (b); y el peso seco del caparazon
(c) de Arbacia dufresnii para cada temperatura separados por sexo, los asteriscos (*) indican la diferencia significativa.
Fig. 1. Mean, standard error and range of variation in diameter (a) and body weight (b); and the dry weight of the shell (c)
of Arbacia dufresnii for each temperature separated by sex, the asterisks (*) indicate the significant difference.
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Fig. 2. Media, error estandar y rango del peso seco de gonadas (a.), peso seco de intestino (b.), y peso seco de linterna (c.)
de Arbacia dufresnii para cada temperatura separados por sexo, los asteriscos (*) indican la diferencias significativas.

Fig. 2. Mean, standard error and range of the dry weight of gonads (a.), Dry weight of intestine (b.), And dry weight of
lantern (c.) of Arbacia dufresnii for each temperature separated by sex, the asterisks (*) indicate significant differences.

es el que presenta aditividad entre los factores
sexo y diametro final (Figura 2C, Tabla 4,
Tabla 5).

Estadios gonadales del erizo de mar
Arbacia dufresnii: Previo al comienzo del
experimento, en ambos sexos los estadios
gonadales de los erizos de mar provenientes
de la poblacion natural predominantes fue-
ron pregamético e intergamético. Al final del
experimento, en ambos sexos predominaron
los estadios de crecimiento y premadurez. Los
diferentes tratamientos térmicos presentaron
mayor diversidad de estadios gonadales respec-
to a la poblacion natural (Figura 3A, B).

En hembras, en el tratamiento de menor
temperatura (13 °C) ningln estadio predominé

sobre el otro, encontrdndose individuos en
estadio de crecimiento, premadurez, madurez e
inclusive varios se encontraron desovados. Sin
embargo, otros minoritarios no desarrollaron
sus gonadas, pudiéndose observar un creci-
miento nulo de las mismas. En el tratamiento
de temperatura intermedia (15 °C), las hembras
fueron mas homogéneas, el mayor porcentaje
de los individuos se encontraban en estadio
de crecimiento y en estadio maduro, s6lo unos
pocos desovaron. En el tratamiento de tem-
peratura elevada (17 °C) un gran porcentaje
de los organismos se encontraban en fase de
crecimiento y so6lo unos pocos en premaduro y
desove (Figura 3A).

Los machos en el tratamiento de menor
temperatura (13 °C) presentaron predominancia
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Fig. 3. Frecuencia relativa de los estadios gonadales de hembras (a.) y machos (b.) de Arbacia dufresnii en las diferentes

temperaturas y en las poblaciones Inicio y Final.

Fig. 3. Relative frequency of the gonadal stages of females (a.) and males (b.) of Arbacia dufresnii at different temperatures

and in the Start and End populations.

de solamente dos estadios, crecimiento y pre-
maduros y en menor proporcion intergaméti-
cos. En el tratamiento de temperatura: 15 °C
los estadios de los machos fueron homogéneos,
la mitad se encontraban en el estadio premadu-
ro y la otra mitad en crecimiento. En cambio,
en el tratamiento de temperatura elevada (17
°C) el mayor porcentaje de los organismos se
encontraban en fase de crecimiento y sélo unos
pocos en premaduro y desove al igual que las
hembras (Figura 3B).

DISCUSION

Los erizos de mar Arbacia dufresnii
expuestos durante un periodo de ocho semanas
a condiciones controladas con temperaturas
mayores a su ambiente, mostraron variaciones
en la morfologia y reproduccion respecto a
individuos de la poblacion natural. La tem-
peratura influiria sobre diferentes parametros
fisiologicos de los organismos, expresados en
variaciones en el diametro, produccion gonadal
y peso del intestino. Sin embargo, el peso del
organismo completo y de las estructuras calci-
ficadas (linterna de Aristoteles y caparazon) no
difirieron entre tratamientos. En Strongylocen-
trotus intermedius se encontraron resultados
similares; es decir, no se observd efecto de

la temperatura en individuos expuestos en
tiempos de seis semanas a cuatro meses, sin
embargo, si se observo en individuos expuestos
durante diez meses (Zhao et al., 2018). De esta
forma, en el presente trabajo se corrobord que
el tiempo de respuesta de los diferentes 6rganos
depende del tiempo del estimulo y la funcion
y naturaleza de este. Organos como la linterna
de Aristdteles y el caparazén suelen mostrar
respuestas a cambios ambientales de forma
gradual (Lawrence & Ellwood, 1991), mientras
que los 6rganos de metabolismo mas rapido y
de funciones de obtencién y almacenamiento
de energia (como goénadas e intestino) muestran
respuestas mas rapidas (Russell, 1998; Rubilar
et al., 2016).

Al analizar la mortalidad durante el experi-
mento, se observd que la temperatura afectaria
el porcentaje de supervivencia dado que los
tratamientos de mayor temperatura presentaron
los valores mas altos de mortalidad (dupli-
cando al control). En otras especies como
Strongylocentrotus franciscanus, Arbacia lixu-
la, Heliocidaris erythrogramma, S. interme-
dius la mortalidad también es afectada por la
temperatura en experimentos de laboratorio
(Hernandez et al., 2004; Harianto, Nguyen,
Holmes & Byrne, 2018; Sastre-Perello, 2018;
Zhao et al., 2018). En este trabajo, A. dufresnii
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presentd similar deterioro que el descripto
por Sastre-Perello (2018) en A. lixula expues-
to a diferentes tratamientos de temperatura,
donde los individuos parecen estar enfermos,
mostrando un deterioro de la epidermis y del
sistema ambulacral, resultando en necrosis
epidérmica y la liberacién de espinas, dando
lugar finalmente a la muerte del individuo. A
su vez, al finalizar el experimento y proceder
a la diseccion, los individuos a 17 °C parecian
presentar caparazones fragiles (observacion
personal). En el erizo Paracentrotus lividus la
temperatura afecta el grosor del caparazon y
en consecuencia su fragilidad (Byrne & Przes-
lawski, 2013). Si bien en el presente trabajo no
se realizaron mediciones de dureza y/o grosor,
como asi tampoco de composicion mineral del
caparazon, estos parametros serian de gran
importancia para aportar al conocimiento de
la fragilidad del caparazon y su relacion con
el aumento de la temperatura. Por otro lado, el
incremento de la temperatura del agua de mar
no soélo tiene un efecto directo sobre el orga-
nismo, sino uno indirecto dado que también
modifica otros factores en su ambiente, como
acelerar los procesos bacterianos (White, Kalff,
Rasmussen & Gasol, 1991), favoreciendo las
infecciones por bacterias patogenas transmiti-
das por el agua, dando como resultado eventos
de mortalidad (Lessios et al., 1984; Hendler,
2013; Clemente et al., 2014). Probablemente,
en este experimento, tanto las heces como los
restos de comida hayan producido una mayor
carga organica, que no haya podido ser total-
mente eliminada por los filtros utilizados, y
por consiguiente de nutrientes nocivos para los
organismos como los compuestos nitrogenados
y los fosfatos (Avnimelech, 2006). El incremen-
to de estos compuestos afectan negativamente
la fisiologia de los organismos, disminuyen las
defensas e incrementan la mortalidad de éstos
(Bottger, McClintock & Klinger, 2001; Siika-
vuopio et al., 2008; Bottger & McClintock,
2009). Cabe destacar que variables como oxi-
geno disuelto asi como pH no fueron medidas
durante el experimento, estas variables pueden
también pueden contribuir en sinergia con la
temperatura sobre la mortalidad. De esta forma

es dificil poder concluir que la alta mortalidad
se debid Uinicamente a la temperatura del agua.

El incremento del diametro del caparazon
fue mayor en los individuos expuestos al trata-
miento térmico de 15 °C para ambos sexos. En
términos absolutos, el incremento fue de 0.022
mm/d similar a lo encontrado por Rubilar et al.
(2016) en condiciones de laboratorio. Si bien
no se observaron diferencias en el incremento
del peso total de los erizos de mar expuestos a
los diferentes tratamientos, el peso seco de los
organos internos present6d diferencias. Tanto
en el peso seco del intestino como en el de
las goénadas, se observd un aumento de peso
relacionado con el efecto de la temperatura,
los valores mas altos se observaron en el tra-
tamiento de temperatura intermedia (15 °C).
En los erizos de mar, el sistema digestivo es un
sistema de organos conformado por la faringe,
el esofago, el sifon, el estomago, el intestino
y el ano (Holland, 2013), y comUnmente se
llama intestino (“gut”, en inglés) al conjunto
conformado por el estobmago, el intestino y ano;
donde el almacenamiento de nutrientes suple la
necesidad metabdlica a corto plazo (Lawrence,
Lawrence, & Giese, 1966; Fenaux, Malara,
Cellario, Charra & Palazzoli, 1977; Bishop &
Watts, 1992; Hughes, Kelly, Barnes, Catarino,
& Black, 2006). En el intestino de 4. dufresnii,
se observaron mayores valores de carbohidra-
tos que lipidos en su composicion bioquimica
evidenciando el rol de almacenamiento de
nutrientes (Epherra, 2010). El efecto de la tem-
peratura sobre el peso intestinal se ha observa-
do en Lytechinus variegatus; S. intermedius, P.
lividus y A. lixula, reduciéndose probablemente
la capacidad de almacenamiento de nutrientes
(Watts et al., 2011; Sastre-Perelld, 2018; Zhao
et al., 2018). Por su lado, las gonadas cumplen
un doble rol, puesto que generan gametos y
almacenan nutrientes a mas largo plazo que el
intestino (Walker, 1982; Hughes et al., 2006;
Walker, Lesser & Unuma, 2013). En 4. dufres-
nii las gdnadas poseen altos valores de protei-
nas, seguidos por lipidos y en menor medida
valores de carbohidratos, evidenciando un rol
de almacenamiento (Parra et al., 2015). Para
poder analizar el aumento de peso encontrado
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tanto en las gonadas e intestino en este experi-
mento es importante considerar el momento del
aflo en que se realizd el experimento. Durante
el otoflo, A. dufresnii en el sitio estudiado
comienza la gametogénesis, la maduracion
sucede en el invierno y el desove comienza con
la primavera y se prolonga durante el verano
(Brogger et al., 2010; Epherra et al., 2015), es
decir, durante el otofio los erizos de mar invier-
ten gran cantidad de energia en la produccion
de gametas. El peso de los intestinos a 15 °C
fue similar a los encontrados por Rubilar et al.
(2016), posiblemente la alimentacion y la asi-
milacion en esta temperatura fue mayor que en
los otros tratamientos, pudiendo llevar a cabo
ambos procesos metabodlicos. Este resultado es
relevante dado que una buena condicion nutri-
cional en la progenie materna probablemente
genere descendencia en mejores condiciones
(Byrne et al, 2008).

La gametogénesis de 4. dufresnii coincide
con una disminuciéon de la temperatura del
agua de mar en el ambiente natural y el cambio
en el fotoperiodo (Brogger et al., 2010; Kino,
2010; Epherra et al., 2015). Al comienzo del
experimento, se corrobord que los organismos
de ambos sexos se encontraban principalmente
en el estadio previo a la gametogénesis, en el
estadio pregamético. Los resultados obtenidos
indican que tanto la temperatura como el sexo
influencian en el peso seco de las gonadas y
que estos factores interaccionan entre si, dado
que el peso seco de las gonadas fue mayor
y, a su vez, los machos presentaron génadas
de mayor tamafio. La diferencia encontrada
entre los sexos es un caracter de esta especie
(Brogger et al., 2010; Epherra et al., 2015;
Parra et al., 2015; Rubilar et al., 2016; Zara-
te, Diaz de Vivar, Avaro, Epherra & Sewell,
2016). Tanto en el didmetro como en el peso
seco del intestino, la produccion gonadal fue
mayor a 15 °C. Paracentrotus lividus presentd
un resultado similar, favoreciéndose con un
aumento de temperatura intermedio (Santos
et al., 2020). Los experimentos a temperaturas
elevadas del agua de mar en otros equinoideos
han mostrado la disminucioén de la produccion
gonadal (Siikavuopio et al., 2008; Delorme &

Sewell, 2016; Johnstone, Nash, Hernandez &
Rahman, 2019; Gouda & Agatsuma, 2020), lo
cual ha sido asociado a una mayor demanda de
energia del metabolismo (Uthicke et al., 2014).
Experimentos que combinan un aumento de
temperatura junto con mayores niveles de CO,
en el agua de mar han demostrado que Echi-
nometra sp. A expuestos a estas condiciones
presentan mayor actividad metabdlica (medida
como respiracion), menor peso gonadal y que
las gonadas tenian menos gametas maduras
(Uthicke et al., 2014).

Las diferencias encontradas entre los trata-
mientos térmicos estan en directa relacion con
composicion celular, es decir, el estadio gona-
dal. En 4. punculata, la produccion de gametos
de machos y hembras muestra una relacion
negativa con temperaturas mas altas del agua
(Johnstone et al., 2019). Mientras que en P,
lividus, el tratamiento térmico que presentd
mayor produccion gonadal también promovio
los niveles mas altos de maduracion de las
gonadas (Santos et al., 2020). En este trabajo,
A. dufresnii mostrd que en el tratamiento de
temperatura intermedia ademas de presentar la
mayor produccion gonadal, los estadios game-
togénicos que presentaron fueron similares a
los encontrados en la poblacion natural, si bien
hay diferencias entre sexos.

Los machos en la poblacion natural, en
el mes de julio, se encuentran en estados de
crecimiento y premaduracion, es decir, que el
epitelio germinal esta en actividad y que hay
presencia de espermatozoides maduros en las
gonadas (Epherra et al., 2015). Al comparar los
tratamientos, podemos ver que a 13 °C y 15
°C el escenario es similar. Sin embargo, a 17
°C los individuos también estaban generando
gametas y con presencia de espermatozoides
pero ya se encontraban individuos desovando,
lo cual coincide con los resultados de Uthicke
et al. (2014) donde a mayor temperatura las
gonadas de los erizos presentan menor cantidad
de gametas maduras.

Por su lado, en la poblacién natural las
hembras suelen estar en el estadio premaduro y
crecimiento al finalizar el experimento (julio).
En el experimento, a 13 °C las gonadas de las
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hembras presentaron variedad de estadios. El
50 % de los individuos estaban en el estadio
que se hubiera esperado, crecimiento y pre-
maduro, sin embargo un 30 % se encontraba
maduro o desovando y solamente una hembra
se encontraba en intergamético. La variabilidad
encontrada en hembras a esta temperatura es
intrigante, pero a su vez podria relacionarse
con el mayor costo energético que requiere la
oogenesis (formacion de gametas femeninas).
Asumiendo que esta temperatura era la mas
cercana a la promediada para el ambiente natu-
ral durante los meses que durd el experimento,
se esperaria que sean casi iguales a los estadios
encontrados en la poblacion natural, como
sucede en machos. Para explicar esta condicion
se pueden plantear algunas hipotesis. Se sabe
que la gametogénesis en hembras es mucho
mas demandante desde el punto de vista ener-
gético que en machos (Walker et al., 2013),
que cuando los erizos de mar se encuentran
con baja disponibilidad de comida los estadios
gonadales tienden a no ser homogéneos entre
los individuos, y ademas de depender de fac-
tores como la temperatura y el fotoperiodo,
también dependen de sus propias reservas ener-
géticas (Lawrence, Lawrence & Watts, 2013;
Rubilar et al., 2016). Por lo tanto, es posible
que las hembras no hayan ingerido comida
suficiente, dado que la temperatura es el factor
que mas afecta el consumo de alimento y por lo
tanto la energia obtenida (James, Siikavuopio
& Mortensen, 2015). En Strongylocentrotus
droebachiensis la tasa de alimentacion aumenta
con la temperatura casi en una relacion lineal
en experimentos de laboratorio (Siikavuopio,
Christiansen & Dale, 2006). En cambio, en el
ambiente natural, la relacion no es lineal pero
esta fuertemente relacionada a la temperatura y
el ciclo reproductivo que depende del fotope-
riodo (Scheibling & Hatcher, 2007). Durante
el experimento, las hembras encontradas en
estadios de desove comieron la mitad de las
veces que lo hicieron las hembras en estadio de
crecimiento, premaduro y maduro; y a su vez,
el individuo en estadio intergamético comid
una sola vez durante todo el experimento.
Probablemente, la menor ingestion de alimento

podria ser la causa de la composicion celular
de las gonadas las cuales no se encontraron en
crecimiento. Sin embargo, los vinculos subya-
centes entre la ingesta de alimento y el ciclo
reproductivo atn no estan claros (James et al.,
2015). Estudios de laboratorio mostraron una
completa falta de respuesta en la ingesta de
alimento por parte de los erizos de mar cuando
se exponen a condiciones de mantenimiento
suboptimas (Siikavuopio, 2009). A todos los
individuos del experimento se les ofrecio ali-
mento ad libitum, de esta forma los resultados
observados en hembras en la temperatura 13
°C pudiesen atribuirse a condiciones de man-
tenimiento suboptimas. Por su lado, en el tra-
tamiento de 17 °C las hembras se comportaron
de forma analoga a los machos; y a 15 °C, en
cambio, ya hay presencia de individuos madu-
ros y desove, atin no registrado en el ambiente
natural para este periodo otofial.

Como conclusiéon de este estudio, se
encontré que en el tratamiento de 15 °C, los
individuos de A. dufresnii, presentaron cam-
bios favorables en el incremento en el dia-
metro, produccion gonadal asi como también
un aumento en el peso del intestino a pesar
de registrarse una relativa alta mortalidad.
De los tres tratamientos ensayados, esta es la
temperatura Optima para el desarrollo y creci-
miento de estos organismos en las condiciones
experimentales probadas, si bien presentd una
mortalidad mayor que a 13 °C.

Finalmente, si bien el océano ird cambian-
do més gradualmente su temperatura durante
las proximas décadas, es probable que muchas
especies puedan tolerar cambios futuros
mediante la aclimatacion o la adaptacion. Sin
embargo, existen pocos estudios de tolerancia
térmica en donde se evalte a los erizos de
mar adultos en el contexto del cambio clima-
tico global. Por lo tanto, el presente trabajo
permitiria sentar las bases de los efectos de la
temperatura en la poblacion de A. dufresnii en
el Golfo Nuevo. Por otra parte, se requeriria de
mas trabajos donde se consideren los efectos de
las interacciones sinérgicas entre muchos fac-
tores antropogénicos, como la mayor radiacion
UV (debido a la ruptura de la capa de ozono), la
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contaminacion y la acidificacion de los océanos
para predecir mejor los cambios futuros en la
estructura de los ecosistemas. Para comprender
completamente las consecuencias biologicas
del cambio climatico, multiples variables cli-
maticas deben ser manipuladas experimental-
mente en conjunto.
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RESUMEN

Introduccién: El aumento de los valores del CO,
atmosférico y el consecuente calentamiento del agua de
mar constituyen factores de estrés para los ecosistemas
marinos, renovando el interés en la fisiologia de los
equinoideos. El equinoideo Arbacia dufresnii es una
especie ampliamente estudiada y con amplia distribucion
en los golfos norpatagdnicos. Objetivo: Evaluar el efecto
de temperatura del agua de mar sobre su morfologia y
reproduccion. Métodos: Individuos de A. dufresnii fueron
expuestos durante 10 semanas (Abril-Junio 2016) a tres tra-
tamientos de temperatura (13 °C control, 15 °Cy 17 °C) de
acuerdo con las condiciones actuales del agua de mar y los
valores esperados para el proximo siglo, segun diferentes
escenarios estimados. Al finalizar el experimento, didmetro
y peso del individuo asi como los pesos de los érganos
internos fueron estadistica e histologicamente analizados.
Resultados: Se observo una mayor mortalidad en los indi-
viduos expuestos a las mayores temperaturas lo que podria
deberse a un estrés en el individuo. Para el tratamiento
control y el de 17 °C no se observaron cambios en los pesos
secos de gonadas e intestino. En cambio, los individuos
expuestos a 15 °C presentaron un aumento en el diametro
del caparazon y en el peso seco de gonadas e intestino. Los
estadios gonadales aesta temperatura (15 °C) para machos
fueron similares al ambiente a diferencia de las hembras

que se observaron estadios mas avanzados. Conclusiones:
Esto indicaria que 15 °C podria ser la temperatura 6ptima
para la asimilacion del alimento y obtencion de energia.
A esta temperatura se observan cambios a corto plazo en
los 6rganos de metabolismo rapido pero no en los 6rganos
calcificados (caparazon y linterna de Aristoteles).

Palabras clave: equinoideos; experimento térmico; game-
togénesis; produccion gonadal; fisiologia
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