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Effect of thermal stress on survival and delay of metamorphosis in larvae of the
purple sea urchin Strongylocentrotus purpuratus

Efecto del estrés térmico en la supervivenciay el retraso de la metamorfosis en
larvas del erizo morado Strongylocentrotus purpuratus

L Diaz-Pérez, E Carpizo-Iltuarte*

Instituto de Investigaciones Oceanoldgicas, Universidad Autdnoma de Baja California, Apartado postal 453,
Km 103 carretera Tijuana-Ensenada, Ensenada 22800, Baja California, México.

*Corresponding author. E-mail: ecarpizo@uabc.edu.mx, ecarpizo@gmail.com

ABSTRACT. The effect of thermal stress (heat shock) on survival was evaluated for advanced larval stages and the possible effect on delay of
metamorphosis in competent larvae was also evaluated in the purple sea urchin Strongylocentrotus purpuratus under laboratory conditions.
Eight-arm precompetent and competent larvae were kept at 15, 19, 23, 28, and 31 °C during 24 h to estimate their thermal tolerance and
measure their survival in each treatment. Delay of metamorphosis was evaluated in competent larvae exposed to heat shock treatments of 15,
20, 24, 28, and 32 °C for 30 min. After this, larvae were induced to metamorphose in the presence of biofilms and KCI. Our results indicated
that the thermal tolerance limit for precompetent and competent larvae was 27 °C; temperatures equal or above this value are lethal for both
stages of development, where we observed 100% mortality in a period of 24 h for the treatment at 27 °C and of 2 h at 31 °C. Competent larvae
subjected to a heat shock treatment of 28 °C for 30 min delayed the onset of metamorphosis (<40%) and showed high percentage of larvae with
incomplete metamorphosis (55%). These results indicate the sensitivity of late larval stages to temperatures above 27 °C for short periods of
time, and that this sensitivity may compromise the onset of metamorphosis. This could have some effect on the settlement and recruitment
patterns of the purple sea urchin, particularly in intertidal sites exposed to high temperatures during the summer.

Key words: competent larva, metamorphosis, delay of metamorphosis, KClI, biofilm.

RESUMEN. El efecto del estrés térmico (choque térmico) en la supervivencia de estadios larvarios avanzados y en el retraso de la metamorfosis
en larvas competentes de erizo morado Strongylocentrotus purpuratus fueron evaluados en condiciones de laboratorio. Las larvas
precompetentes de ocho brazos y competentes se mantuvieron a 15, 19, 23, 27 y 31 °C durante 24 h para determinar su limite de tolerancia
térmica y medir su supervivencia en cada tratamiento. El retraso de la metamorfosis se evalu6 en larvas competentes sometidas a tratamientos
de choque térmico a 15, 20, 24, 28 y 32 °C durante 30 min; las larvas fueron inducidas a la metamorfosis mediante biopeliculas y KCI. Los
resultados indicaron que el limite de tolerancia térmica para larvas precompetentes y competentes fue de 27 °C; las temperaturas iguales o
superiores a este valor resultaron letales para ambos estadios de desarrollo, donde se observé 100% de mortalidad en un periodo de 24 h para el
tratamiento de 27°C y de 2 h para el de 31 °C. Se observé que las larvas competentes sometidas a condiciones de estrés térmico de 28 °C
durante 30 min retrasaron el inicio de la metamorfosis (<40% de metamorfosis), y mostraron porcentajes altos de larvas con metamorfosis
incompleta (55%). Estos resultados indican la sensibilidad de los estadios larvales tardios a temperaturas superiores a 27 °C por periodos de
tiempo cortos, y que esta sensibilidad puede comprometer el inicio de la metamorfosis. Esto puede tener algin efecto en el asentamiento y los
patrones de reclutamiento del erizo morado, particularmente en sitios del intermareal expuestos a altas temperaturas durante el verano.

Palabras clave: larva competente, metamorfosis, retraso de la metamorfosis, KCI, biopelicula.

INTRODUCTION INTRODUCCION

The purple sea urchin Strongylocentrotus purpuratus El erizo morado Strongylocentrotus purpuratus
(Stimpson 1857) is distributed in warm waters of the Pacific (Stimpson 1857) se distribuye en aguas templadas del océano
Ocean, from Alaska to Cedros Island off Baja California, Pacifico, desde Alaska hasta la isla de Cedros en Baja
Mexico, and experiences a wide range of temperatures, from California, México, y experimenta un intervalo amplio de
4 to 20 °C (Osovitz and Hofmann 2005). It inhabits the shal- temperaturas que oscila de 4 a 20 °C (Osovitz y Hofmann
low subtidal zone, where mean annual sea surface tempera- 2005). Esta especie habita en la zona somera del submareal,
ture is between 16 and 20 °C off Baja California (McClatchie donde el promedio anual de temperatura superficial del mar
et al. 2008). It also inhabits the rocky intertidal zone where it es entre 16 y 20 °C frente Baja California (McClatchie et al.
can experience temperatures 8 °C above the annual average 2008). También habita en la zona del intermareal rocoso en
(Palleiro-Nayar et al. 2008). Changes in temperature in the donde puede llegar a experimentar temperaturas por encima
intertidal zone can occur rapidly and in some cases can de 8°C del promedio anual (Palleiro-Nayar et al. 2008).
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be extreme, likely causing physiological problems for the
organisms (Helmuth et al. 2006, Kuo and Sanford 2009).
Temperature is thus one of the most important environmental
factors as it plays a central role in the development, survival,
and distribution of organisms in ecosystems.

Several studies have shown the effect of temperature on
embryonic and larval development, and the settlement, meta-
morphosis, and survival of larvae of diverse marine inverte-
brates (O’Connor and Lawler 2004, Dove and O’Connor
2007, O’Connor et al. 2007, Putnam et al. 2008, Parker et al.
2009, Saunders and Metaxas 2009). Rahman et al. (2009)
determined that in the sea urchin Tripneustes gratilla, tem-
peratures below 22 °C and above 29 °C affected the survival
and presence of abnormalities in embryonic and larval devel-
opment at different times of exposure. For S. purpuratus,
Hammond and Hofmann (2010) reported that a 1-h exposure
to a temperature of 32 °C was lethal (100% mortality) during
early development stages (gastrula and four-armed equi-
nopluteus). Nonetheless, despite the research conducted on
the effect of temperature on the development and survival of
larvae of marine invertebrates (see Bassim and Sammarco
2003, Randall and Szmant 2009), in particular echinoderms
(see Johnson and Babcock 1994), little is known about the
effects of high temperatures on settlement and onset of
metamorphosis. There are reports on larval development of
species of a more tropical distribution, such as Tripneustes
ventricosus, which properly completes its development at
temperatures of up to 29 °C (see Rosas et al. 2009). Chen and
Chen (1992) found that larvae of Arachnoides placenta
maintained at temperatures ranging from 28 to 34 °C showed
a decrease in percentage of metamorphosed larvae at the end
of the experiments.

Metamorphosis is a key event in the life cycle of many
marine invertebrates; it is a change from a pelagic larva to a
benthic juvenile/adult lifestyle and, therefore, involves
changes in behaviour and morphogenetics. Larvae initiate
metamorphosis in response to environmental cues, either
chemical or physical, associated with the habitat and/or pres-
ence of adults of the same species. Bacterial films associated
with marine surfaces are also known to play an important role
in the generation of metamorphosis-inducing compounds
(Lau and Qian 2001, Diaz-Pérez 2006, Chiu et al. 2007,
Hadfield 2011). Moreover, the response to bacterial films has
been reported to be species-specific; that is, larvae have the
ability to discriminate and respond to certain environmental
cues related to biofilms on substrates suitable for survival and
development (Elkin and Marshall 2007). Thus, an increase in
temperature at the onset of metamorphosis can have adverse
ecological consequences at the moment of detecting the envi-
ronmental cue and, therefore, selecting suitable substrates for
development (Gebauer et al. 2003).

There are few studies documenting the effect of tempera-
ture on the delay of metamorphosis in marine invertebrates
and none in particular on the purple sea urchin. This study
thus aimed to determine the limits of thermal tolerance and
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La variacion de la temperatura en la zona intermareal puede
ser muy rapida y en algunos casos puede ser extrema, lo
que podria ocasionar problemas fisioldgicos para los orga-
nismos (Helmuth et al. 2006, Kuo y Sanford 2009). Por lo
tanto, la temperatura es uno de los factores ambientales mas
importantes ya que juega un papel central en el desarrollo, la
supervivencia y la distribucion de los organismos en los
ecosistemas.

Diversos estudios han mostrado la dependencia de la
temperatura durante el desarrollo embrionario y larvario, el
asentamiento, la metamorfosis y la supervivencia de larvas
de diferentes invertebrados marinos (O’Connor y Lawler
2004, Dove y O’Connor 2007, O’Connor et al. 2007, Putnam
et al. 2008, Parker et al. 2009, Saunders y Metaxas 2009).
Rahman et al. (2009) encontraron que, en el erizo de mar
Tripneustes gratilla, las temperaturas por debajo de 22°C y
por encima de 29 °C tuvieron efectos en la supervivencia y
presencia de anormalidades en el desarrollo embrionario y
larvario con diferentes tiempos de exposicion. Hammond y
Hofmann (2010) determinaron que, para S. purpuratus,
una temperatura de 32°C durante 1 h de exposicién era
letal (100% mortalidad) en estadios de desarrollo tempranos
(gastrula y equinopluteus de cuatro brazos). A pesar de los
estudios realizados acerca del efecto de la temperatura en el
desarrollo y la supervivencia de larvas de invertebrados mari-
nos (ver Bassim y Sammarco 2003, Randall y Szmant 2009),
en particular los equinodermos (ver Johnson y Babcock
1994), poco se sabe acerca de los efectos de altas temperatu-
ras en el asentamiento y el inicio de la metamorfosis. Se han
reportado desarrollos larvarios de especies de distribucion
mas tropical, como Tripneustes ventricosus, que completa
adecuadamente su desarrollo a temperaturas de hasta 29 °C
(ver Rosas et al. 2009). Chen y Chen (1992) encontraron que
las larvas de la galleta de mar Arachnoides placenta manteni-
das a un intervalo de temperaturas entre 28 y 34 °C mostraron
una disminucion en el porcentaje de larvas metamorfoseadas
al final de los experimentos.

La metamorfosis es un evento clave durante el ciclo de
vida de muchos invertebrados marinos; es un cambio de la
forma de vida pelagica en larvas a benténica en juveniles y
adultos, por lo tanto, incluye cambios de comportamiento y
morfogenéticos. La metamorfosis se inicia con la respuesta
de las larvas a claves ambientales, que pueden ser de origen
quimico o fisico, asociadas al habitat y/o presencia de adultos
de la misma especie. Se ha registrado que las peliculas bacte-
rianas asociadas a las superficies marinas juegan un papel
esencial en la generaciéon de compuestos inductores de la
metamorfosis (Lau y Qian 2001, Diaz-Pérez 2006, Chiu et al.
2007, Hadfield 2011). Ademas, se ha documentado que la
respuesta a peliculas bacterianas es especie-especifica; es
decir, las larvas tienen la capacidad de discriminar y respon-
der a ciertas claves ambientales asociadas a biopeliculas
en los sustratos apropiados para sobrevivir y desarrollarse
(Elkin y Marshall 2007). De esta manera, un incremento de
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the effect of thermal stress on the onset of metamorphosis in
late-stage and competent larvae of the purple sea urchin
S. purpuratus. Our findings represent the first data for the
species.

MATERIAL AND METHODS
Collection of organisms and larval culture

Adult purple sea urchins (S. purpuratus) were collected
during winter from the intertidal zone at two sites in
Baja California, Mexico: Punta Baja (29°56'58.29" N,
115°48'42.65" W; sea surface temperature of 17°C) and
Bajamar (32°00'51.32" N, 116°52'27.23" W, sea surface tem-
perature of 16 °C). The specimens were transported to the
laboratory at the Institute of Oceanological Research of the
University of Baja California at Ensenada, where they were
maintained in 40-L tanks with continues water flow, at tem-
peratures between 15 and 16 °C (1 °C), and fed the mac-
roalga Macrocystis pyrifera until used.

Gametes were obtained according to the method
described by Strathmann (1987), which consisted of stimulat-
ing their expulsion by injecting 2-3 mL of 0.53 M KCI into
the coelomic cavity through the peristomal membrane. Eggs
were fertilized and larvae were maintained following
Carpizo-Ituarte et al. (2002). Larval development was carried
out in 45-L conical tanks containing 5- and 1-um filtered sea-
water passed through UV light to eliminate bacterial contam-
ination. Larvae were cultured at a density of 3 larvae mL
with continuous aereation at a temperature of 16 °C (+1 °C);
50% water change was done every two days and 100% once a
week. Larvae were fed daily on Rhodomonas sp. at a concen-
tration of 20,000 cells mL-* until they attained metamorphic
competence. They were considered competent when the
rudiment was clearly visible and occupied the left part of the
larval body, and the tube feet were well differentiated, as
described by Carpizo-Ituarte et al. (2002) and Smith et al.
(2008). Competency was attained after 23 days of develop-
ment at a temperature of 16 °C (1 °C).

Thermal tolerance limit in advanced larval stages

Eight-armed, 18-day-old precompetent larvae (experi-
ment 1a) and 23-day-old competent larvae (experiment 1b)
were exposed to different thermal shock treatments (15, 19,
23, 27, and 31°C). Experiments were performed using
Falcon multiwell plates, with 5 mL of 5- and 1-um filtered,
UV-irradiated seawater per well. From 20 to 30 eight-armed
precompetent larvae and competent larvae were placed in
each well in independent experiments. All treatments were
performed in triplicate. The 15-°C treatment was used as con-
trol in all experiments because complete larval development
occurred at this temperature. Percent larval survival was
determined after 1, 2, 3, 4, 6, 8, 10, and 24 h for eight-armed
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la temperatura al inicio de la metamorfosis puede tener
consecuencias ecoldgicas desfavorables al momento de la
deteccion de la clave ambiental y, por ende, en la seleccion de
los sustratos adecuados para desarrollarse (Gebauer et al.
2003).

Hasta el momento son pocos los trabajos que documentan
el efecto de la temperatura en el retraso de la metamorfosis en
invertebrados marinos y ninguno en particular en el erizo
morado. El objetivo del presente estudio fue documentar los
limites de tolerancia térmica y el efecto del estrés térmico en
el inicio de la metamorfosis en larvas de estadios avanzados y
competentes del erizo morado S. purpuratus. Los resultados
del presente estudio representan los primeros datos para esta
especie.

MATERIALES Y METODOS
Recoleccion de organismos y cultivo de larvas

Se recolectaron erizos morados (S. purpuratus) adultos
durante la temporada de invierno en la zona intermareal de
dos localidades en Baja California, México: Punta Baja
(29°56'58.29” N, 115°48'42.65" W; temperatura superficial
del océano, 17 °C) y Bajamar (32°00'51.32" N, 116°52'27.23"
W, temperatura superficial del océano, 16 °C). Los organis-
mos se transportaron al laboratorio en el Instituto de Investi-
gaciones Oceanoldgicas de la Universidad Auténoma de Baja
California en Ensenada, donde se mantuvieron en estanques
de 40 L con flujo de agua continua, a una temperatura de 15
a 16 °C (1 °C), y alimentaron con la macroalga Macrocystis
pyrifera hasta su utilizacion.

La obtencion de los gametos se realizd de acuerdo con el
método descrito por Strathmann (1987), que consistio en esti-
mular su expulsion mediante la inyeccion de 2-3 mL de KCI
0.53 M en la cavidad celémica a través de la membrana peris-
tomal. La fertilizacién de los huevos y el mantenimiento de
larvas se realizd de acuerdo con el método descrito por
Carpizo-Ituarte et al. (2002). El desarrollo larvario se llevo a
cabo en tanques conicos de 45 L con agua de mar filtrada a
5 y 1 umy pasada a través de una ldmpara de luz ultravioleta
para eliminar la contaminacion bacteriana. Los cultivos se
realizaron a una densidad de 3 larvas mL-! con aireacién con-
tinua a una temperatura de 16 °C (+1 °C); el recambio de
agua al 50% se realiz6 cada dos dias y el recambio al 100%,
una vez a la semana. Las larvas se alimentaron diariamente
con la microalga Rhodomonas sp. a una concentracion de
20,000 células mL* hasta que alcanzaron el estadio de com-
petencia. Se consideraron larvas competentes cuando el rudi-
mento era claramente visible y ocupaba la region izquierda
del cuerpo larval, y en él se observaba la presencia de pies
ambulacrales bien diferenciados, de acuerdo con lo descrito
por Carpizo-ltuarte et al. (2002) y Smith et al. (2008). El
estadio de competencia se alcanzé a los 23 dias de desarrollo
a una temperatura de 16 °C (1 °C).
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precompetent larvae (experiment 1a) and after 1, 2, 4, 6, and
24 h for competent larvae (experiment 1b).

Delay of metamorphosis under conditions of thermal
stress and induction with KCI and biofilms

Competent larvae maintained at 16 °C throughout their
development were exposed to heat shock for 30 min in
different experimental treatments (15, 20, 24, 28, and 32 °C)
(experiment 2a). After this, from 20 to 25 larvae (per well)
were placed in 5 mL of filtered seawater and induced to
metamorphose by adding 100 mM KCI for 15 min, as
described by Carpizo-Ituarte et al. (2002). The KCI solution
was replaced by filtered seawater after 15 min to prevent
toxic effects resulting from prolonged exposure. Six repli-
cates were used per treatment and temperature was main-
tained at 16 °C (£1 °C) until the end of the experiment.

In an additional experiment (experiment 2b), competent
larvae were acclimatized for 30 min at 20°C and then
exposed for 30 min to different experimental temperatures
(15, 20, 24, 28, and 32°C). After stress exposure, larvae
were placed in contact with biofilms to induce the onset of
metamorphosis. The biofilms were generated before the
experiment by placing Falcon multiwell plates for 10 consec-
utive days in tanks containing adult purple sea urchins at a
temperature of 17 °C (3 °C). Each treatment was performed
in triplicate. After thermal stress, the treatments were main-
tained at 16 °C (1 °C) until the end of the experiment. A
positive control was included in both experiments (2a and
2b), which consisted of inducing metamorphosis in 20 to
30 larvae per well by exposure to 100 mM KCI for 15 min;
after this time the solution was removed and replaced by 5
mL of filtered seawater. The positive control was not exposed
to thermal stress and was kept at 16 °C (+1 °C) throughout the
experimental period. A negative control was also included, in
which competent larvae were kept in filtered seawater at
16 °C (%1 °C) throughout the experimental period, following
Carpizo-Ituarte et al. (2002). The percentage of larvae that
metamorphosed was evaluated 12 and 24 h after induction of
metamorphosis in both experiments. We also determined the
percentage of larvae with incomplete metamorphosis, percent
survival of larvae that initiated metamorphosis, and percent
survival of all larvae in both experiments. Larvae were con-
sidered to have undergone metamorphosis when there was no
evidence of the larval epithelium, the postlarva moved along
the bottom of the container, and the juvenile spines were visi-
ble (fig. 1a). Metamorphosis was considered incomplete
when, after 12 or 24 h, the larval body was still visible and
the juvenile spines were not visible in their entirety (fig. 1b).
The percentage of incomplete metamorphosis (IM) was
determined as follows:

Number of larvae showing IM x 100 (%)
Number of larvae that initiated metamorphosis

%IM =

1)
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Limite de tolerancia térmica en estadios larvarios
avanzados

Las arvas precompetentes de ocho brazos y de 18 dias de
edad (experimento 1a) y las larvas competentes de 23 dias de
edad (experimento 1b) fueron expuestas a diferentes trata-
mientos experimentales de choque térmico (15, 19, 23, 27 y
31°C). Los experimentos se realizaron en cajas multipozos
(Falcon), con 5 mL de agua de mar filtrada (AMF) a5y 1 um
e irradiada con luz ultravioleta por pozo. Se colocaron de
20 a 30 larvas precompetentes de ocho brazos y competentes
por pozo en experimentos independientes. Todos los trata-
mientos se realizaron por triplicado. El tratamiento a 15°C
fue considerado como control en todos los experimentos
debido a que todo el desarrollo larvario se llevo a cabo a esta
temperatura. El porcentaje de supervivencia se determiné al
trancurrir 1, 2, 3, 4, 6, 8, 10 y 24 h para las larvas precompe-
tentes de ocho brazos (experimento 1a) y al transcurrir 1, 2,
4,6y 24 h para las larvas competentes (experimento 1b).

Retraso de la metamorfosis en condiciones de estrés
térmico e induccion con KCl y biopeliculas

Las larvas competentes que se mantuvieron a 16 °C
durante todo su desarrollo fueron sometidas a choque térmico
durante 30 min en diferentes tratamientos experimentales
(15, 20, 24, 28 y 32 °C) (experimento 2a). Posterior al estrés,
se colocaron de 20 a 25 larvas (por pozo) en 5 mL de AMF y
se les indujo a la metamorfosis mediante la adicion de KCI
(100 mM durante 15 min), de acuerdo con lo descrito por
Carpizo-ltuarte et al. (2002). La solucién de KCI fue susti-
tuida por AMF después de 15 min para evitar efectos toxicos
por una exposicion prolongada. Se realizaron seis réplicas
por tratamiento y la temperatura se mantuvo a 16 °C (x1 °C)
hasta el final del experimento.

En un experimento adicional (experimento 2b), las larvas
competentes se aclimataron durante 30 min a 20 °C y, poste-
riormente, se expusieron a estrés térmico durante 30 min
adicionales en diferentes tratamientos experimentales (15,
20, 24, 28 y 32°C). Posterior al estrés, las larvas fueron
puestas en contacto con biopeliculas para inducir el inicio de
la metamorfosis. Las biopeliculas se generaron previo a la
realizacion del experimento mediante la introduccion de
cajas multipozos (Falcon) durante 10 dias consecutivos en
acuarios con presencia de erizos morados adultos a una
temperatura de 17 °C (£3 °C). Cada tratamiento se realiz6 por
triplicado. Posterior al estrés térmico, los tratamientos se
mantuvieron a 16 °C (x1 °C) hasta el final del experimento.
En ambos experimentos (2a y 2b) se incluy6é un control
positivo, que consistio en la induccidn a la metamorfosis en
20 a 30 larvas competentes por pozo con exposicion a KCI
(100 mM, durante 15 min); pasado el tiempo, la solucién fue
retirada y remplazada por 5 mL de AMF. El control positivo
no fue sometido a estrés térmico y se mantuvo a una tempera-
tura de 16 °C (1 °C) durante todo el periodo experimental.
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Figure 1. (a) Newly metamorphosed postlarva of the purple
sea urchin Strongylocentrotus purpuratus. (b) Incomplete

metamorphosis:  this photograph  corresponds to S.
franciscanus since the characteristics at this stage of
development are comparable for the purposes of this study.
Figura 1. (a) Postlarva recién metamorfoseada de erizo
morado Strongylocentrotus purpuratus. (b) Metamorfosis
incompleta: esta fotografia corresponde a S. franciscanus ya
que las caracteristicas en este nivel del desarrollo resultan
comparables para los propositos del presente trabajo.

Statistical analysis

All statistical tests were performed using SigmaStat 3.5
(SigmaPlot 11) software. Percentage data were arcsine-
transformed prior to statistical analysis. The Shapiro-Wilk
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También se incluyd un control negativo en donde las larvas
competentes permanecieron en AMF a una temperatura de
16 °C (%1 °C) durante todo el periodo experimental, tal como
lo describen Carpizo-ltuarte et al. (2002). El porcentaje de
larvas metamorfoseadas se evalud a las 12 y 24 h después de
la induccion a la metamorfosis en ambos experimentos.
También se evalu6 el porcentaje de larvas con metamorfosis
incompleta, el porcentaje de supervivencia de larvas que ini-
ciaron la metamorfosis y el porcentaje de supervivencia de
larvas totales para ambos experimentos. Las larvas se consi-
deraron metarmofoseadas cuando ya no habia evidencia del
epitelio larval, la postlarva se desplazaba en el fondo del reci-
piente y las espinas juveniles fueron evidentes (fig. 1a). Se
determind como metamorfosis incompleta cuando, transcu-
rridas 12 o0 24 h, todavia era evidente el cuerpo larval y las
espinas juveniles no estaban desplegadas en su totalidad
(fig. 1b). El porcentaje de metamorfosis incompleta (MI) se
determind de la siguiente manera:

NUmero de larvas gue presentan M1 x 100 (%)
Numero de larvas que iniciaron la metamorfosis

% MI =

@)

Analisis estadistico

El andlisis estadistico se realizd mediante el uso del
software SigmaStat 3.5 (SigmaPlot 11). A los datos en por-
centaje se les realiz6 la transformacion arcoseno previo a los
analisis estadisticos. Se aplicd la prueba de Shapiro-Wilk
para determinar la normalidad y la homogeneidad de
varianzas. Cuando los datos no cumplian con la normalidad
y/o homogeneidad de varianzas, se aplicaron pruebas no
paramétricas. Para los experimentos 1ay 1b, los datos se ana-
lizaron mediante un analisis de varianza de Kruskal-Wallis
para cadatiempo de evaluacion y se utilizo la prueba de
Student-Newman-Keuls (SNK) para realizar las comparacio-
nes multiples entre tratamientos. Para el experimento 2a, los
datos se analizaron mediante un andlisis de varianza de
Kruskal-Wallis para cada tiempo de evaluacion y se utilizé la
prueba de Mann-Whitney para determinar diferencias entre
los tratamientos. En el experimento 2b, los datos se analiza-
ron mediante un analisis de varianza (ANOVA, por sus siglas
en inglés) de una via para cada tiempo de evaluacion y se uti-
lizo la prueba de Fisher de menor diferencia siginificativa
(LSD) como prueba a posteriori para determinar diferencias
entre los tratamientos. En todas la pruebas estadisticas se
consideraron diferencias significativas cuando los valores de
P fuesen menor que 0.05.

RESULTADOS

Limite de tolerancia térmica en estadios larvarios
avanzados

Las larvas precompetentes de ocho brazos (experimento
1a) tuvieron una supervivencia de entre el 90% y el 100% en
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test was applied to test normality and homogeneity of
variance. Nonparametric tests were performed when data did
not comply with normality and/or homogeneity of variance.
In experiments la and 1b, data were analyzed using a
Kruskal-Wallis analysis of variance for each assessment time
and the Student-Newman-Keuls (SNK) test was used for
multiple comparisons among treatments. In experiment 2a,
data were analyzed by a Kruskal-Wallis analysis of variance
for each assessment time and the Mann-Whitney test was
used to determine differences among treatments. In experi-
ment 2b, data were analyzed by a one-way analysis of vari-
ance (ANOVA) for each assessment time and Fisher’s least
significant difference (LSD) a posteriori test was used to
determine differences among treatments. In all tests, P values
less than 0.05 were considered significant.

RESULTS
Thermal tolerance limit in advanced larval stages

Percent survial of eight-armed precompetent larvae
(experiment 1a) was between 90% and 100% in the treat-
ments at 15, 19, and 23°C throughout the experimental
period (fig. 2a). In the treatment at 27 °C, percent survival
was above 90% in the first 6 h and then decreased to 83%,
65%, and 0% after 8, 10, and 24 h, respectively. In the treat-
ment at 31 °C, 100% mortality occurred after 2 h of initiating
the experiment (fig. 2a). The results obtained in the treat-
ments at 27 and 31 °C showed significant differences relative
to the other treatments: the latter treatment was different after
2 h (Kruskal-Wallis, P < 0.001; SNK, P < 0.05) and the
former after 8, 10, and 24 h (Kruskal-Wallis, P < 0.001; SNK,
P < 0.05) (fig. 2a).

los tratamientos a 15, 19 y 23 °C durante todo el periodo
experimental (fig. 2a). En el tratamiento a 27 °C, el porcen-
taje de supervivencia estuvo por encima del 90% en las pri-
meras 6 h y posteriormente disminuy6 a 83%, 65% y 0%
transcurridas 8, 10 y 24 h, respectivamente. En el tratamiento
a 31 °C la mortalidad fue del 100% transcurridas 2 h de haber
iniciado el experimento (fig. 2a). Los resultados obtenidos en
los tratamientos a 27 y 31 °C mostraron diferencias significa-
tivas con realcidn al resto de los tratamientos: el tratamiento a
31 °C fue diferente a las 2 h de evaluacion (Kruskal-Wallis,
P < 0.001; SNK, P < 0.05) y el tratamiento a 27 °C, a las 8,
10 y 24 h (Kruskal-Wallis, P < 0.001; SNK, P < 0.05)
(fig. 2a).

La supervivencia de las larvas competentes (experimento
1b) fue del 100% en los tratamientos a 15, 19 y 23 °C durante
todo el experimento (fig. 2b). En el tratamiento a 27 °C, la
supervivencia fue entre el 90% y el 100% durante las prime-
ras 6 h, similar a los tratamientos con temperaturas inferiores,
pero se redujo a 0% a las 24 h (fig. 2b). Los resultados obte-
nidos en el tratamiento a 31 °C mostraron una supervivencia
del 100% en las primeras 2 h y del 0% a las 4 h (fig. 2b). La
respuesta obtenida en los tratamientos a 27 y 31°C fue
estadisticamente significativa en los diferentes tiempos de
evaluacion con respecto al resto de los tratamientos: el trata-
miento a 31 °C fue diferente a las 4 h de evaluacion y el
tratamiento a 27 °C, a las 24 h (Kruskal-Wallis, P < 0.001)
(fig. 2b).

Estrés térmico e induccion a la metamorfosis con KCl y
biopeliculas (retraso de la metamorfosis)

El efecto del estrés térmico en el inicio de la metamorfo-
sis en S. purpuratus fue evaluado a las 12 y 24 h, y se
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Figure 2. Thermal tolerance limits for advanced larval stages. (a) Eight-armed precompetent larvae and (b) competent larvae of
the purple sea urchin Strongylocentrotus purpuratus exposed to different temperature treatments (15, 19, 23, 27, and 31 °C) for
24 h. Overlapping of the symbols represents the same percentage of survival. Vertical lines indicate the standard error and
asterisks indicate significant differences among treatments for that assessment time.

Figura 2. Limites de tolerancia térmica en estadios larvales tardios. (a) Larvas precompetentes de ocho brazos y (b) larvas
competentes de erizo morado Strongylocentrotus purpuratus expuestas a diferentes tratamientos de temperatura (15, 19, 23, 27 y
31 °C) durante 24 h. El traslapo de los simbolos representa el mismo porcentaje de supervivencia. Las lineas verticales indican el
error estandar y los asteriscos indican diferencias significativas entre los tratamientos para ese tiempo de evaluacion.
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Percent survival of competent larvae (experiment 1b) was
100% in the treatments at 15, 19, and 23 °C throughout the
experiment (fig. 2b). At 27 °C, percent survival was between
90% and 100% in the first 6 h, similar to the lower tempera-
ture treatments, but fell to 0% after 24 h (fig. 2b). In the
treatment at 31 °C, percent survival was 100% in the first 2 h
and 0% after 4 h (fig. 2b). The response obtained in the
treatments at 27 and 31 °C was statistically significant at the
different assessment times from the other treatments, the
latter being different after 4 h and the former after 24 h
(Kruskal-Wallis, P < 0.001) (fig. 2b).

Thermal stress and induction of metamorphosis with KCI
and biofilms (delay of metamorphosis)

The effect of thermal stress on the onset of metamorpho-
sis in S. purpuratus was assessed after 12 and 24 h, and
statistical differences were found between treatments at
the different assessment times (Kruskal-Wallis, P < 0.05)
(experiment 2a). The percentage of larval metamorphosis in
the treatments at 15, 20, and 24 °C was similar after 12 and
24 h (between 75% and 85%, respectively); hence, there were
no significant differences between these treatments or in rela-
tion to the positive control using KCI (62% metamorphosis)
(Mann-Whitney, P > 0.05) (fig. 3a). Percent metamorphosis
for larvae exposed to 28 °C was less than 25% after 24 h and
was significantly different from the other treatments except
the negative control (Mann-Whitney, P < 0.05) (fig. 3a).
Metamorphosis was not observed in the treatment at 32 °C.
No significant differences in the percentage of larvae that
underwent incomplete metamorphosis were found between
treatments after 12 h (Kruskal-Wallis, P > 0.05), but differ-
ences were observed after 24 h (Kruskal-Wallis, P < 0.05).
The number of larvae with incomplete metamorphosis tended
to increase at higher temperatures (fig. 3b). Percent survival
of larvae that initiated metamorphosis in the treatments using
15, 20, 24 °C, and KCI was 100% at the end of the experi-
ment, while in the treatment at 28 °C it was 80%. Total larval
survival (metamorphosed and not metamorphosed) was
between 94% and 100% in all treatments, except in that of
32 °C, where it was 50% at 12 h and 0% at 24 h.

When larvae were acclimatized for 30 min at 20 °C, prior
to exposure to different experimental temperatures and
induction of metamorphosis in the presence of biofilms
(experiment 2b), significant differences were found between
treatments after 12 and 24 h (one-way ANOVA, P < 0.05).
The percentage of larval metamorphosis in the treatments at
15, 20, and 24 °C after 12 and 24 h was between 66% and
80% (fig. 4a), and no significant differences were observed
relative to the positive control (KCI) (79% metamorphosis)
(LSD, P > 0.05). Percent metamorphosis for larvae exposed
to 28 °C was 35% and 50% after 12 and 24 h, respectively,
and was significantly different from the other treatments at
both assessment times (LSD, P < 0.05). Metamorphosed
larvae were not observed in the treatment at 32 °C (fig. 4a).
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encontraron diferencias estadisticas entre los tratamientos
en los diferentes tiempos de evaluacion (Kruskal-Wallis,
P <0.05) (experimento 2a). El porcentaje de larvas con
metamorfosis que se observo para los tratamientos a 15, 20
y 24 °C fue similar a las 12 y 24 h (del 75% al 85%, respecti-
vamente); por lo tanto, no se encontraron diferencias
significativas entre estos tratamientos ni en relacion con el
control positivo de KCI (62% de larvas metamorfoseadas)
(Mann-Whitney, P > 0.05) (fig. 3a). Para el tratamiento a
28 °C, este porcentaje fue menor que 25% a las 24 h y fue
significativamente diferente al resto de los tratamientos, a
excepcion del control negativo (Mann-Whitney, P < 0.05)
(fig. 3a). En el tratamiento de 32 °C no se observé metamor-
fosis. Para el porcentaje de larvas con metamorfosis
incompleta, no se encontrd que existieran diferencias signifi-
cativas entre los tratamientos a las 12 h de evaluacién
(Kruskal-Wallis, P > 0.05), pero si se observaron diferencias
a las 24 h (Kruskal-Wallis, P < 0.05). El nimero de larvas
con metamorfosis incompleta tendié a incrementar a mayor
temperatura (fig. 3b). El porcentaje de supervivencia de las
larvas que iniciaron la metamorfosis en los tratamientos a 15,
20, 24 °C y KCI fue del 100% al final del experimento, mien-
tras que en el tratamiento a 28 °C fue del 80%. El porcentaje
de supervivencia de larvas totales (metamorfoseadas y no
metamorfoseadas) oscil6 entre el 94% y el 100% para todos
los tratamientos, excepto en el tratamiento a 32 °C, donde fue
del 50% a las 12 h y del 0% a las 24 h.

Cuando las larvas se aclimataron durante 30 min a 20 °C,
previo a ser expuestas a los diferentes tratamientos experi-
mentales de temperatura e inducidas a la metamorfosis con
biopeliculas (experimento 2b), se encontraron diferencias
significativas entre los tratamientos a las 12 y 24 h de evalua-
cion (ANOVA de una via, P < 0.05). El porcentaje de larvas
metamorfoseadas observado en los tratamientos a 15, 20 y
24°C alas 12 y 24 h fue entre el 66% y el 80% (fig. 4a), y
no se observaron diferencias significativas con realcion al
control positivo (KCI) (79% de metamorfosis) (LSD, P >
0.05). Para el tratamiento a 28 °C, el porcentaje de larvas con
metamorfosis fue del 35% y 50% a las 12 y 24 h, respectiva-
mente, y fue significativamente diferente al resto de los
tratamientos en ambos tiempos evaluados (LSD, P < 0.05).
No se observaron larvas metamorfoseadas en el tratamiento a
32 °C (fig. 4a). El porcentaje de larvas que presentaron meta-
morfosis incompleta mostré diferencias significativas entre
los tratamientos a las 12 y 24 h de evaluacion (ANOVA de
una via, P < 0.05). Para los tratamientos a 28 °C y con KClI, el
porcentaje de metamorfosis incompleta varié entre el 35% y
el 56%, y fue significativamente diferente al resto de los
tratamientos (LSD, P < 0.05) (fig. 4b). Se observé un mayor
nimero de larvas con metamorfosis incompleta a mayor
temperatura, similar a lo observado en el experimento 2a. El
porcentaje de supervivencia de las larvas que iniciaron la
metamorfosis en los tratamientos a 15, 20, 24 y 28 °C vario
entre el 70% y el 80% a las 24 h. La supervivencia de larvas
totales fue entre el 63% y el 99% al final del experimento en
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Figure 3. Effect of thermal stress (heat shock) on the onset of metamorphosis. (a) Percent metamorphosis and (b) percent incomplete
metamorphosis for competent larvae of the purple sea urchin Strongylocentrotus purpuratus previously exposed to different heat
shock treatments (15, 20, 24, 28, and 32 °C) for 30 min and induced to metamorphose in the presence of 100 mM KCI for 15 min. A
positive control (KCI) and a negative control (filtered seawater, FSW) were included. Percent metamorphosis was assessed after 12
and 24 h. Vertical lines indicate the standard error and asterisks indicate significant differences between treatments for that
assessment time.

Figura 3. Efecto del estrés térmico (choque térmico) en el inicio de la metamorfosis. (a) Porcentaje de metamorfosis y (b) porcentaje
de metamorfosis incompleta para larvas competentes de erizo morado Strongylocentrotus purpuratus, previamente sometidas a
choque térmico a diferentes temperaturas (15, 20, 24, 28 y 32 °C) durante 30 min e inducidas a la metamorfosis con KCI (100 mM)
durante 15 min. Se incluy6 un control positivo (KCI) y un control negativo (agua de mar filtrada, FSW). La evaluacion del porcentaje
de larvas metamorfoseadas fue a las 12 y 24 h. Las lineas verticales indican el error estandar y los asteriscos indican diferencias
significativas entre los tratamientos para cada tiempo de evaluacion.
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Figure 4. Effect of thermal stress on the onset of metamorphosis in competent larvae of the purple sea urchin Strongylocentrotus
purpuratus acclimatized for 30 min at 20 °C. (a) Percent metamorphosis and (b) percentage of larvae undergoing incomplete
metamorphosis exposed to different heat shock treatments (15, 20, 24, 28, and 32 °C) for 30 min and induced to metamorphose in the
presence of 10-day biofilms. A positive control (KCI) and a negative control (filtered seawater, FSW) were included. Percent
metamorphosis was assessed after 12 and 24 h. Vertical lines indicate the standard error and asterisks indicate significant differences
between treatments for that assessment time.

Figura 4. Efecto del estrés térmico en el inicio de la metamorfosis en larvas competentes de erizo morado Strongylocentrotus
purpuratus aclimatadas a 20 °C durante 30 min. (a) Porcentaje de larvas metamorfoseadas y (b) porcentaje de larvas con
metamorfosis incompleta sometidas a choque térmico a diferentes temperaturas (15, 20, 24, 28 y 32 °C) durante 30 min e inducidas a
la metamorfosis con biopeliculas de 10 dias de formacién. Se incluy6 un control positivo (KCI) y un control negativo (agua de mar
filtrada, FSW). La evaluacion del porcentaje de larvas metamorfoseadas fue a las 12 y 24 h después de la induccion. Las lineas
verticales indican el error estandar y los asteriscos indican diferencias significativas entre los tratamientos para cada tiempo de
evaluacion.
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Significant differences in the percentage of larvae that
underwent incomplete metamorphosis were observed
between treatments after 12 and 24 h (one-way ANOVA,
P < 0.05). In the treatments using 28 °C and KClI, the percent-
age of larvae with incomplete metamorphosis ranged from
35% to 56%, and was significantly different relative to the
other treatments (LSD, P < 0.05) (fig. 4b). The higher the
temperature, the higher the number of larvae that underwent
incomplete metamorphosis, similar to that observed in exper-
iment 2a. Percent survival of larvae that initiated metamor-
phosis in the treatments at 15, 20, 24, and 28 °C was between
70% and 80% after 24 h. Total larval survival was between
63% and 99% at the end of the experiment in all treatments,
except in that of 32 °C, where all larvae were dead after 12 h.
In the treatment using KCI, larval survival was 82% and 26%
at 12 and 24 h, respectively.

DiscussioN

Our findings show that eight-armed precompetent larvae
and competent larvae (experiments la and 1b) of the purple
sea urchin S. purpuratus possess high thermal tolerance for a
short period of time (24 h). They are thus capable of with-
standing significant temperature changes, higher than those
found in the subtidal zone of both sampling sites (16—20 °C),
as well as temperature increases in climate change scenarios
that predict an increase in sea surface temperature of 4 °C
over the next 90 years (Brennand et al. 2010). Extreme heat
conditions are possible in the rocky intertidal zone at low tide
(Helmuth 2002, Helmuth et al. 2006). At Punta Baja, we
have recorded temperatures of about 25 °C and, on occasion,
extreme temperatures of 30 °C. Hence, larvae may experi-
ence extreme temperatures in the intertidal zone, which can
exceed their maximum thermal tolerance, jeopardizing the
onset of metamorphosis and their survival.

Studies on Heliocidaris erythrogramma and S.
purpuratus have documented their high thermal tolerance
during the fertilization process and early larval development
(Farmamfarmaian and Giese 1963, Byrne et al. 2009).
Hammond and Hofmann (2010) determined that thermal
stress tolerance in two S. purpuratus early life stages (gas-
trula and four-armed pluteus) was similar, recording 100%
mortality after 1 h of exposure to 32 °C and a very similar
expression profile of heat shock proteins for both stages of
development. They mention that this species likely has a uni-
versal temperature tolerance during larval development as a
mechanism for survival in the planktonic stage. Our results
for S. purpuratus late larval stages (eight-armed pluteus and
competent) revealed a similar thermal tolerance as that
reported by Hammond and Hofmann (2010) for early life
stages. We observed 100% mortality of eight-armed precom-
petent larvae and of competent larvae after 2 and 4 h, respec-
tively, of exposure to 31°C. It is therefore possible that S.
purpuratus has a similar thermal tolerance throughout larval
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todos los tratamientos, excepto el tratamiento a 32 °C, donde
todas las larvas estaban muertas a las 12 h de evaluacion. En
el tratamiento de KCI se observo una supervivencia del 82%
y el 26% a las 12 y 24 h, respectivamente.

DISCUSION

Los resultados del presente estudio mostraron que las
larvas precompetentes de ocho brazos y las larvas competen-
tes (experimentos la y 1b) de erizo morado S. purpuratus
tienen una termotolerancia alta en periodos de tiempo cortos
(24 h). Por lo tanto, estas larvas son capaces de soportar
cambios de temperatura significativos, superiores a los
encontrados en el submareal en ambas localidades de mues-
treo (16-20 °C), asi como el incremento de temperatura en
escenarios de cambio climatico en donde se pronostica un
incremento de la temperatura superficial del mar de 4 °C en
los préximos 90 afios (Brennand et al. 2010). En la zona del
intermareal rocoso se pueden llegar a presentar temperaturas
extremas en condiciones de marea baja (Helmuth 2002,
Helmuth et al. 2006). Para el sitio de muestreo en Punta Baja,
hemos registrado temperaturas de alrededor de 25°C vy, en
algunos casos, temperaturas extremas de 30°C. De esta
manera, es posible que las larvas puedan llegar a experimen-
tar temperaturas extremas en la zona intermareal, las cuales
pueden llegar a superar su maximo de tolerancia termal vy,
consecuentemente, comprometer el inicio de la metamorfosis
y su supervivencia. Algunos estudios sobre S. purpuratus y
Heliocidaris erythrogramma han documentado esta termoto-
lerancia alta durante el proceso de fertilizacion y el desarrollo
larvario temprano (Farmamfarmaian y Giese 1963, Byrne
et al. 2009). Hammond y Hofmann (2010) determinaron que
la tolerancia al estrés térmico en dos estadios de desarrollo
temprano (gastrula y larva pluteus de cuatro brazos) fue de
manera similar: registraron una mortalidad del 100% con 1 h
de exposicion a 32 °C y un perfil de expresién de proteinas de
choque térmico muy similar para ambos estadios de desarro-
llo. Estos autores mencionan que es probable que exista una
tolerancia de temperatura universal durante el desarrollo
larvario en esta especie, cComo un mecanismo para su supervi-
vencia en su etapa planctonica. Nuestros resultados para los
estadios tardios (pluteus de ocho brazos y competente) de
S. purpuratus mostraron una termotolerancia muy similar a
lo reportado por Hammond y Hofmann (2010) para estadios
tempranos. En el presente estudio se observo una mortalidad
del 100% en larvas pluteus de ocho brazos y larvas compe-
tentes después de 2 y 4 h, respectivamente, de exposicion a
31 °C. Por lo tanto, es posible que S. purpuratus presente una
tolerancia de temperatura similar a lo largo de su desarrollo
larvario, con un incremento de la termotolerancia en el esta-
dio competente, el cual le permita llevar a cabo el asenta-
miento y la metamorfosis con éxito.

En cuanto al retraso de la metamorfosis por efectos de
estrés térmico, los resultados mostraron que a medida que
se incrementa la temperatura se retrasa la metamorfosis
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development, with an increase in thermal tolerance during
the competent stage, allowing the larvae to settle and undergo
successful metamorphosis.

Regarding the delay of metamorphosis due to the effect of
thermal stress, our results showed that metamorphosis is
delayed as temperature increases (experiments 2a and 2b).
This has also been documented by Chen and Chen (1992) for
Arachnoides placenta. They found that the percentage of
metamorphosed larvae was <40% at a temperature of 28 °C
and <10% at 34 °C. For S. purpuratus, we recorded the low-
est percentage of larval metamorphosis at 28 °C (20-40%),
and when larvae were exposed to 31 °C for 30 min, it was
0%. The latter occurred despite inducing the larvae to meta-
morphose using KCI as an artificial inducer. The use of KCI
has proven quite effective in inducing metamorphosis in sev-
eral marine invertebrates, including the purple sea urchin
(Carpizo-Ituarte et al. 2002). The percentage of larval meta-
morphosis obtained using biofilms to induce metamorphosis
was similar to that found with KCI. A similar pattern was
observed in both experiments: percent metamorphosis
decreased as the temperature increased. This suggests that
despite using different inducers of metamorphosis (natural
and artificial), larvae delay the onset of metamorphosis if
they are thermally stressed. This delay of metamorphosis in
turn suggests that under conditions of thermal stress, a
response is produced at the cellular level on the metamorphic
signal transduction pathways and/or regulation of gene
expression, which prevents larvae from initiating metamor-
phosis, probably as a survival mechanism. The differences in
larval survival found in experiments 2a and 2b are probably
due to variability among the cohorts of larvae used in both
trials.

In general, our findings show that the temperature thresh-
old at which larvae are able to initiate and successfully
complete metamorphosis is below 28°C. The ecological
consequences of the delay of metamorphosis have been docu-
mented for some marine invertebrates (see Pechenick 1990,
2006). It is possible that under conditions of thermal stress,
the selection of favourable settlement substrates by larvae is
altered and, therefore, metamorphosis does not occur at suit-
able sites. This results in the prolongation of larval life, as has
been reported previously (Gebauer et al. 2003, Toonen and
Tyre 2007). Moreover, it is possible that larval survival at the
moment of metamorphosis can be directly affected during
extreme temperature events, especially in the intertidal zone,
where we have registered temperatures above 27 °C off Punta
Baja. Studies addressing thermal tolerance limits of species
that inhabit an ecosystem, as well as their ability to adjust to
increases in temperature are necessary to understand how
organisms may be affected by variations in ocean tempera-
ture (Somero 2002, Portner 2008, Visser 2008), and are of
particular interest in view of the current status of global
climate change.
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(experimentos 2a y 2b). Esto mismo fue observado por
Chen y Chen (1992) para la galleta de mar Arachnoides
placenta. Estos autores mostraron que el porcentaje de larvas
metamorfoseadas disminuyd a niveles inferiores al 40% a
una temperatura de 28 °C e inferiores al 10% a 34 °C. Para
S. purpuratus, en el presente trabajo, el menor porcentaje de
larvas metamorfoseadas se observé a 28 °C (entre el 20% vy el
40%) vy, cuando las larvas fueron mantenidas a 31 °C durante
30 min, se redujo a cero. Lo anterior ocurri6 a pesar de indu-
cir a las larvas a metamorfosearse utilizando KCI como un
inductor artificial. La induccion con KCI usualmente resulta
muy eficaz para inducir la metamorfosis en una gran variedad
de larvas de invertebrados marinos, incluido el erizo morado
(Carpizo-ltuarte et al. 2002). Por otro lado, el porcentaje de
larvas metamorfoseadas observado con biopeliculas como
inductores de la metamorfosis fue similar a lo encontrado con
KCI. Se observ6 un patrdn similar en ambos experimentos: el
porcentaje de larvas con metamorfosis disminuy6 a medida
que se incrementd la temperatura. Lo anterior sugiere que a
pesar de utilizar diferentes inductores (naturales o artificia-
les) para estimular el inicio de la metamorfosis, las larvas
retrasan el inicio de la metamorfosis si se encuentran
térmicamente estresadas. Este retraso en la metamorfosis, a
su vez, sugiere que en condiciones de estrés térmico se pro-
duce una respuesta a nivel celular en las rutas de transduccion
metamorfica y/o regulacion de la expresion génica, que
previene que las larvas inicien la metamorfosis, probable-
mente como un mecanismo de supervivencia. Por otro lado,
las diferencias encontradas en la supervivencia larval en
los experimentos 2a y 2b probablemente se deban a la
variabilidad entre las cohortes de larvas utilizadas en ambos
experimentos.

En general, los resultados obtenidos en el presente estu-
dio muestran que el umbral de temperatura en la cual las
larvas tienen la capacidad de iniciar y terminar con éxito la
metamorfosis se encuentra por debajo de los 28 °C. Las
consecuencias ecoldgicas del retraso de la metamorfosis han
sido documentadas para algunos invertebrados marinos (ver
Pechenick 1990, 2006). Es posible que, en condiciones de
estrés térmico, la seleccion de los sustratos favorables para el
asentamiento y la metamorfosis por parte de las larvas se vea
alterada y, por lo tanto, tenga como consecuencia que no
metamorfoseen en los sitios adecuados. Lo anterior las obli-
garia a prolongar su vida larval en busca de los sustratos ade-
cuados, tal como lo han reportado diversos autores (Gebauer
et al. 2003, Toonen y Tyre 2007). Ademas, es posible que la
supervivencia de las larvas en el momento de la metamorfo-
sis pueda verse afectada de manera directa durante eventos de
temperaturas extremas, particularmente en el intermareal,
donde hemos registrado temperaturas superiores a los 27 °C
en la localidad de Punta Baja. Los estudios encaminados a
documentar los limites de tolerancia térmica de las especies
que habitan un ecosistema, asi como su capacidad de ajus-
tarse a incrementos de temperatura, seran necesarios para
entender como los organismos podrian ser afectados por las
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CONCLUSIONS

The results reported herein indicate that larvae of the pur-
ple sea urchin S. purpuratus in advanced stages of develop-
ment have a high thermal tolerance; however, larval exposure
to temperatures of about 28 °C for short periods of time
(30 min) can affect the onset of metamorphosis. Moreover,
larval metamorphosis is delayed as temperature increases,
which could have implications for the distribution of this
species, since it seems to be particularly sensitive to higher
temperatures at the moment of leaving the water column to
select a benthic substrate. Periods of thermal stress associated
with sites for metamorphosis in the rocky intertidal may
result in a decrease in the number of recruits and will conse-
quently affect the population dynamics of the purple sea
urchin at these locations. The latter is probably more relevant
in the southern part of its geographic distribution (Baja
California Peninsula), where sea surface temperature will
likely increase in climate change scenarios.
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