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Abstract

A common practice for inducing metamorphosis in larvae of marine invertebrates is the use of a wide variety of artificial
inducers. Excess K" and Cs" in seawater have proved to be very effective for this purpose, but not universally effective to induce
metamorphosis in different phyla of marine invertebrates. In the present study we tested the response of three species of sea
urchins to excess K* in seawater as an artificial inducer. Excess K* in seawater was presented to the larvae as continuous (24 h) or
pulse exposure in concentrations ranging from 0.01 to 100 mM. Results showed that excess K*in the form of KCl added to
seawater was an effective metamorphic inducer of the three species of sea urchins tested; the purple sea urchin Strongylocentrotus
purpuratus, the red sea urchin S. franciscanus and the white sea urchin Lytechinus pictus. The response was dependent on
concentration and time of exposure. Continuous exposure (24 h or more) to excess K* (100 mM) resulted lethal to the larvae of
the three species. Excess K (100 mM) for 15 min resulted the most effective pulse-period to induce metamorphosis in the three
species. This method of induction allows us to produce synchronous metamorphosed postlarvae useful for aquaculture and studies
of signal transduction mechanisms during metamorphosis of sea urchins.

Key words: metamorphosis, sea urchin, excess potassium, signal transduction.

Resumen

La utilizacion de inductores artificiales es una practica comun para inducir la metamorfosis en larvas de invertebrados
marinos. Potasio (K") en exceso y Cs* en el agua de mar, han demostrado ser muy efectivos para estos propositos, pero no
universalmente efectivos para inducir la metamorfosis en diversos fila de invertebrados marinos. En el presente estudio, se puso a
prueba la respuesta de tres especies de erizo de mar en presencia de exceso de K* en el agua de mar, como inductor artificial. Las
larvas fueron expuestas a un exceso de K* en el agua de mar en forma continua (24 h) o en pulsos de concentraciones de 0.01 a
100 mM. Los resultados mostraron que el exceso de K* agregado al agua de mar en forma de KCI fue un inductor efectivo para las
tres especies de erizo, el erizo morado Strongylocentrotus purpuratus, el rojo S. franciscanus y el blanco Lytechinus pictus. La
respuesta fue en funcion de la concentracion y el tiempo de exposicion. Las larvas de las tres especies murieron cuando fueron
expuestas en forma continua (24 h o mas) al exceso de K™ (100 mM). La exposicion a un exceso de K* (100 mM) por 15 minutos
resultd la forma mas efectiva para inducir la metamorfosis en las tres especies. Este método de induccion permite la obtencion de
poslarvas que se metamorfizan en forma sincronica, y resulta ttil para fines acuaculturales o para estudios relacionados con rutas
de transduccion y expresion genética durante la metamorfosis de erizos de mar.

Palabras clave: metamorfosis, erizo de mar, exceso de potasio, rutas de transduccion.

Introduction Introduccion

In many marine invertebrates the use of artificial com- En muchos invertebrados marinos, el uso de compuestos
pounds is a common practice to induce metamorphosis and has artificiales es una practica comun para inducir a la metamorfo-
been used as a way to get a better understanding of the possible sis y ha sido utilizada para entender mejor las posibles rutas de
transduction pathways involved during metamorphosis  transduccién involucradas en la metamorfosis (Pawlik, 1990:
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(Pawlik, 1990; Hadfield, 1998). A side application of the use
of artificial inducers to metamorphosis is its use as a way to
obtain larvae that undergo metamorphosis synchronously and
produce juveniles for aquaculture or conservation purposes.

The use of K* as inducer in many invertebrates, follows the
initial report by Miiller and Buchal (1973) for larvae of
Hydractinia echinata and, more recently, the work by Baloun
and Morse (1984) on abalone, and Yool et al. (1986) on the
effects of this cation on induction of metamorphosis of four
species of larvae of marine invertebrates. Nearly all research-
ers who have used potassium as an inducer of metamorphosis
in invertebrate larvae hypothesize a role for depolarization in
induction (e.g., Yool et al., 1986). However, the possibility
exists, that potassium is also acting downstream of primary
externally accessible excitable cells (Todd et al., 1991;
Hadfield et al., 2000). Escess K" and Cs* in seawater have been
some of the ions most widely used and probed to be effective
in marine invertebrates to induce metamorphosis (Woollacott
and Hadfield, 1996; Carpizo-Ituarte and Hadfield, 1998; for
summary of references). Although we still do not know the
mechanism by which these compounds trigger metamorphosis,
artificial inducers have been reliable to manipulate metamor-
phosis in captivity of many marine invertebrates.

In sea urchins several compounds have been used to induce
metamorphosis with different rates of success. The most com-
mon ones are y-aminobutiric acid (GABA), L-glutamine and
certain inorganic cations, particularly K* (Cameron et al.,
1989; Yasaki and Harashima, 1994; Yasaki, 1995; Naidenko,
1996; Preciado-Pinedo, 2000).

Potassium chloride as been useful to induce metamorpho-
sis at least in two species of seastars (Pearce and Schiebling,
1994) and several species of sea urchins including Lytechinus
variegatus (Cameron et al., 1989), L. pictus and Arbacia
punctulata (Cameron and Hinegardner, 1974). Previous results
in the laboratory by Preciado-Preciado (2000) indicated also
sensitivity of Strongylocentrotus franciscanus to excess K* in
seawater to trigger metamorphosis in this species.

In the present study we tested the effectiveness of excess
potassium in sea water as inducer of metamorphosis in two
comercial species of sea urchins in Baja California: the red sea
urchin Strongylocentrotus franciscanus and the purple sea
urchin S. purpuratus, as well as the white sea urchin
Lytechinus pictus, whose eggs are commonly used to study
signal transduction mechanisms during fertilization.

Materials and methods
Culture of larvae

Adult red (Strongylocentrotus franciscanus), purple
(S. purpuratus) and white (Lytechinus pictus) sea urchins were
collected from Punta Banda, Baja California, transported to the
laboratory and kept in tanks with running seawater until
needed. Eggs and sperm were obtained using an injection of
0.5 to 3 ml of 0.53M KCl into the coelom of the mature adults
according to the method described by Strathmann (1987). The
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Hadfield, 1998). Una aplicacion colateral del uso de inductores
artificiales es que éstos se utilizan para lograr que las larvas
entren en el proceso de metamorfosis de manera sincronizada y
se produzcan juveniles con propositos acuaculturales o de
conservacion.

El uso de K* como inductor en muchos invertebrados, sigue
el reporte inicial de Miiller y Buchal (1973) para larvas de
Hydractinia echinata y, mas recientemente, el trabajo de
Baloun y Morse (1984) en abulones, y el de Yool et al. (1986)
sobre los efectos de este cation en la induccion a la metamorfo-
sis de cuatro especies de larvas de invertebrados marinos. Casi
todos los investigadores que han utilizado potasio como induc-
tor a la metamorfosis en larvas de invertebrados, le confieren
una capacidad para facilitar la despolarizacion durante la
induccion (e.g., Yool ef al., 1986). Sin embargo, existe la posi-
bilidad de que el potasio también actlie en otras células, ade-
mas de las externas que se excitan primero (Todd et al., 1991,
Hadfield et al., 2000). Unos de los iones mas ampliamente uti-
lizados y que probaron ser efectivos en invertebrados marinos
para inducir a la metamorfosis han sido el K* y el Cs*
(Woollacott y Hadfield, 1996; Carpizo-Ituarte y Hadfield,
1998; para un resumen de referencias). Aunque se desconoce el
mecanismo por el cual estos compuestos desencadenan la
metamorfosis, los inductores artificiales han sido utilizados de
manera confiable para manipular este proceso en muchos
invertebrados marinos en cautiverio.

En los erizos de mar se han utilizado muchos compuestos
para inducir a la metamorfosis con distintas tasas de éxito. Los
mas comunes son el acido a-aminobutirico (GABA), la L-
glutamina y algunos cationes inorganicos, particularmente el
K* (Cameron et al., 1989; Yasaki y Harashima, 1994; Yasaki,
1995; Naidenko, 1996; Preciado-Pinedo, 2000).

El cloruro de potasio ha servido para inducir la metamorfo-
sis de al menos dos especies de estrellas de mar (Pearce y
Schiebling, 1994), asi como de varias especies de erizos de mar
incluyendo Lytechinus variegatus (Cameron et al., 1989), L.
pictus 'y Arbacia punctulata (Cameron y Hinegardner, 1974).
Analisis previos de laboratorio realizados por Preciado-Pinedo
(2000), también dieron indicios de sensibilidad por parte de
Strongylocentrotus franciscanus al exceso de K* en el agua de
mar, tendiendo a desencadenar su metamorfosis.

En el presente estudio probamos la efectividad del exceso
de potasio en el agua de mar como un inductor a la metamorfo-
sis en dos especies comerciales de erizo de mar de Baja
California: el erizo rojo Strongylocentrotus franciscanus y el
erizo morado S. purpuratus, asi como del erizo blanco
Lytechinus pictus, cuyos huevos son comunmente utilizados
para estudiar las rutas de transduccion durante la fertilizacion.

Materiales y métodos
Cultivo de larvas
Se colectaron adultos de erizos rojo (Strongylocentrotus

franciscanus), morado (S. purpuratus) y blanco (Lytechinus
pictus) en la zona de Punta Banda, Baja California, los cuales
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amount of KCI used was according to the size of the species of
sea urchin (L. pictus needed less than 0.5 mL of KCl solution).
The urchins were allowed to shed the gametes by putting them
with their oral side facing up, on top of 250-mL glass bottles,
or 10-mL plastic vials for the smaller L. pictus, filled with fil-
tered seawater (1-um cuno filters, Cole Parmer). Fertilized
eggs were rinsed with filtered and UV-sterilized seawater and
raised in 20-L commercial plastic buckets until they reached
the prism stage (about 48 h after fertilization). After the larvae
reached the prism stage, they were transfered to 100-L fiber-
glass containers and fed with Rhodomonas sp. Larvae were
cultured with continuous aeration at 2 larvae/mL until they
reached competence. Larvae were considered competent when
the rudiment occupied most of the central cavity of the larva,
the tube feet were clearly visible and, in the cases of S.
franciscanus and L. pictus, the pedicelaria were noticeable
(fig. 1a, c). At 16°C, larvae of S. franciscanus reached compe-
tency after 26 days after fertilization, S. purpuratus after 21
days and L. pictus after 22 days.

Assay methods

Competent larvae were used in all experiments. All assays
were conducted in 10-mL plastic Multiwell plates (Falcon, 6
wells) using sterilized seawater (SW). Groups of 23 to 50
competent larvae were pipetted into each dish containing SW,
then KCI was added until the desired concentration was
reached. The number of larvae that had metamorphosed was
determined 24 h later by observing the larvae through a dis-
secting microscope. Larvae were considered to have undergone
metamorphosis when they showed the characteristic round
shape of the juvenile urchin with their spines and tube feet
clearly visible (fig. 1b, d).

In all the assays, positive and negative controls were
included. Positive controls for the experiments with S.
purpuratus and S. fransciscanus consisted of a monoculture
film of the diatom Navicula inserta attached to the bottom of
the well for at least 2 days before the experiment was per-
formed. Previous results in the laboratory showed that S.
fransciscanus metamorphosed in the presence of films of
benthic diatoms (Preciado-Pinedo 2000). Positive controls in
the experiment with L. pictus, consisted of sand containing a
biofilm obtained from the tank were the adult sea urchin were
kept (SndA); and wells previously coated with biofilm also
from the adults but without the sand (BioA). Positive controls
were included to stimulate metamorphosis of the larvae using
conditions previously shown effective to induce metamorpho-
sis in sea urchin species. In the case of L. pictus, previous
results in the laboratory showed that sand containing a biofilm
obtained from the tank where the adult sea urchins were kept
trigger competent larvae of the white sea urchin to metamor-
phose. In all the experiments, negative controls, included to
measure spontaneous metamorphosis, consisted of placing
larvae in SW in a clean well during the experimental period.
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fueron transportados al laboratorio y mantenidos en tanques
con flujo de agua de mar hasta ser utilizados. Los huevos y el
esperma se obtuvieron aplicando una inyeccion de 0.5 a 3 mL
de KCL 0.53M en el celoma de los organismos adultos, de
acuerdo al método descrito por Strathmann (1987). La cantidad
de KClI utilizada fue de acuerdo al tamafio de la especie de
erizo (L. pictus requirid menos de 0.5 mL de solucion de KCl).
Se permitio que los erizos expulsaran los gametos colocando-
los con el extremo oral hacia arriba sobre frascos de vidrio de
250 mL, o viales de plastico de 10 mL para L. pictus que es
mas pequefio, conteniendo agua de mar filtrada (filtros cuno de
1 um, Cole Parmer). Los huevos fertilizados fueron enjuagados
con agua de mar filtrada y esterilizada con luz UV y posterior-
mente mantenidos en cubetas comerciales de 20 L hasta que
alcanzaron el estadio prisma (cerca de 48 h después de la ferti-
lizacion). Una vez que las larvas alcanzaron el estadio prisma.
estas fueron transferidas a contenedores de fibra de vidrio de
100 L y alimentadas con la microlaga Rhodomomas sp. Las
larvas se cultivaron con aireacion continua a una concentracion
de 2 larvas/mL hasta que fueron competentes. Las larvas
fueron consideradas competentes cuando el rudimento ocupé
casi la totalidad de la cavidad central de la larva, los pies
ambulacrales fueron claramente visibles y, en el caso de S.
franciscanus 'y L. pictus, se notaron los pedicelarios (fig. 1a, c).
A 16°C, las larvas de S. franciscanus se tornaron competentes
26 dias después de la fertilizacion, S. purpuratus después de 21
dias y L. pictus después de 22 dias.

Métodos experimentales

En todos los experimentos se utilizaron larvas competentes.
Todos los ensayos fueron llevados a cabo en cajas de Petri de
depdsitos multiples de plastico de 10 mL (Falcon, de 6
depdsitos) utilizando agua de mar esterilizada (SW). Las larvas
competentes se depositaron en grupos de 23 a 50 larvas
mediante pipetas a cada una de las placas con SW; después se
afiadi6 KCl hasta alcanzar la concentracion deseada.
Veinticuatro horas después se determind el nimero de larvas
metamorfizadas mediante su observacion con un microscopio
de diseccion, considerando que éstas se habian metamorfizado
cuando mostraban la forma redonda caracteristica del erizo de
mar juvenil, con sus espinas y pies ambulacrales claramente
visibles (fig. 1b, d).

En todos los experimentos se incluyeron controles positi-
vos y negativos. Los controles positivos para los experimentos
con S. purpuratus 'y S. franciscanus consistieron en una peli-
cula de un cultivo axénico de Navicula inserta adherida al
fondo del deposito por al menos dos dias antes de que el expe-
rimento se llevara a cabo. Resultados previos de laboratorio
obtenidos por Preciado-Pinedo (2000) mostraron que S.
franciscanus inicié la metamorfosis en presencia de peliculas
de didtomeas bénticas. El control positivo en el experimento
con L. pictus consistid en arena que contenia una biopelicula
obtenida del tanque en que los organismos adultos fueron man-
tenidos (SndA) y de cajas de Petri con depositos mutltiples pre-
viamente cubiertos con una biopelicula también proveniente de
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Figure 1. Competent larvae (a, ¢) and recently metamorphosed postlarvae (b, d) of the sea urchins Strongylocentrotus purpuratus (a, b)
and Strongylocentrotus franciscanus (c, d). Scale bars: 100um (a) and 200um (b, ¢ and d).

Figura 1. Larva competente (a, ¢) y postlarva recientemente metamorfizada (b, d) de los erizos de mar Strongylocentrotus purpuratus (a,
b) y Strongylocentrotus franciscanus (c, d). Barras de escala: 100um (a) y 200um (b, ¢ y d).

Two different experiments were conducted to test the
effects of K* as an artificial inducer. Excess K* was added as
disolved KCl in solution:

Continuous exposure. Larvae were exposed to the test
solution throughout the experimental period. Response to
excess K* was tested in SW with KCI concentrations increased
by 0.01, 0.1, 1, 10 and 100 mM.

Pulse exposure. Larvae were exposed to the test solution
for a determined period of time and then the solution of KCl
was removed and replaced with fresh SW in which the larvae
remained until the end of the experiment. Pulse durations of 15
(except S. fransciscanus) and 30 min, 1, 3, 6 and 12 h were
used for all the species.

Statistical analyses

Statistical differences among treatments were tested with
one-way ANOVA (o = 0.05) or Kruskal-Wallis ranking test
when equal-variance tests failed. Pair-wise multiple
comparisons were tested using the Bonferroni #-test or the
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los adultos, pero sin arena (BioA). Los controles positivos se
incluyeron para estimular la metamorfosis de las larvas utili-
zando condiciones previamente demostradas como efectivas
para inducir la metamorfosis en erizos de mar. En el caso de L.
pictus, andlisis previos de laboratorio habian mostrado que la
arena que contenia una biopelicula obtenida de los tanques en
que se mantenian los adultos desencadenaba la metamorfosis
de las larvas competentes del erizo blanco. En todos los experi-
mentos, los controles negativos incluidos para medir la meta-
morfosis espontanea, consistieron en colocar las larvas en SW
en una caja de Petri limpia durante el periodo experimental.

Dos experimentos distintos se llevaron a cabo para probar
el efecto del K* como inductor artificial. El exceso del K* fue
afiadido en forma de KCl disuelto:

Exposicion continua. Las larvas fueron expuestas a la solu-
cién de prueba durante todo el periodo experimental. La res-
puesta al exceso de K* fue probada en SW con KCl en
concentraciones incrementadas en 0.01, 0.1, 1, 10 y 100mM.

Exposicion en pulsos. Las larvas fueron expuestas a la
solucion de prueba por un periodo determinado de tiempo y
posteriormente la solucion de KC1 fue removida y reemplazada
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Tukey method. All tests were conducted with the aid of
SigmaStat software.

Results
Continuous and pulse exposure to excess K*

Excess K' in seawater caused competent larvae of
Strongylocentrotus  fransciscanus, S. purpuratus and
Lytechinus pictus to metamorphose (fig. 1). This response was
dependent on duration of exposure and concentration. Of the
KCIl concentrations tested, 100 mM was the most efective to
induce metamorphosis, but mortality increased as soon as 3 h
after the larvae were exposed to the treatment (see fig. 3, for L.
pictus). In all species, lengths of exposure of 24 h to 100 mM
excess KCl in seawater, induced metamorphosis but were toxic
for the larvae and almost 100% of them died (data not shown).
Sensitivity to excess K* was higher in L. pictus than in S.
franciscanus and S. purpuratus (see % mortality in figs. 2, 3
and 4). Lower concentrations of potassium were always less
effective to induce metamorphosis on any of the species of sea
urchins tested despite the exposure time lentgh. For S.
purpuratus, percentages of metamorphosis varied between
3.3% with 0.01 mM excess potassium, and 25% with 10 mM
excess K*, when larvae were kept in the solution for 24 h. Per-
centages of metamorphosis for the same species (S.
purpuratus), ranged between 16.6% to 29.6% when larvae
were exposed for periods of 15 and 30 min, and 1, 3, 6, and 12
h to 10 mM excess K*. Pulse exposure to 10 mM excess K*
was more effective to induce metamorphosis in S.
franciscanus, than in S. purpuratus. Periods of exposure of
competent larvae of S. franciscanus ranging from 0.5 to 12 h
were long enough to induce as high as 56% metamorphosis.
However, percentages of metamorphosis were never as high as
those obtained with short pulses of 100 mM excess K*. Fifteen-
min to 1-h pulse exposures to 100 mM excess K+ were the most
effective on inducing metamorphosis with low levels of mor-
tality for the three especies.

Exposure of competent larvae of S. fransciscanus to a con-
centration of 100 mM KCI for as few as 30 min was enough to
induce metamorphosis in 98% of the larvae (fig. 2). Percent-
ages of metamorphosis with this pulse-period tested were sig-
nificantly different from those obtained with SW (Student-
Newman-Keuls, P < 0.05). These high levels of metamorpho-
sis were also observed in treatments where the larvae were
exposed for 1 and 3 h to KCI. The percentage of metamorpho-
sis decreased to about 74% in the treatments where the larvae
were exposed to 100 mM KCI for 6 and 12 h (fig. 2). Mortality
was also proportional to the period of exposure to excess K* in
seawater (fig. 2). In the treatments where the larvae were
exposed for more than 12 h to excess 100 mM K* a dramatic
increase of mortality was observed, particularly 48 h after
exposure to excess K* started. Larvae kept in SW remained
swimming until the end of the experiment, and those exposed
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con SW fresca en la que las larvas permanecieron hasta el final
del experimento. La duracion de los pulsos fue de 15 (excepto
para S. franciscanus) y 30 min, 1, 3, 6 y 12 h fueron utilizados
para todas las especies.

Analisis estadisticos

Las diferencias estadisticas entre los tratamientos fueron
probadas mediante una ANOVA de una via (a0 = —0.05) o Ie
prueba de rangos de Kruskal-Wallis. No hubo homogeneidad
de varianzas. Las comparaciones entre pares multiples fueron
probadas utilizando la prueba ¢ de Bonferroni o el método de
Tukey. Todas las pruebas se llevaron a cabo con la ayuda del
programa SigmaStat.

Resultados
Exposicion continua y en pulsos al exceso de K*

El exceso de K* en el agua de mar caus6é que las larvas
competentes de  Strongylocentrotus  franciscanus, S.
purpuratus 'y Lytechinus pictus se metamorfizaron (fig. 1). Este
respuesta dependio de la duracion de la exposicion y la concen-
tracion. De las concentraciones de KCI utilizadas, la de 100
mM fue la mas efectiva para inducir la metamorfosis, pero la
mortalidad se increment6 tan solo 3 h después de que las larvas
fueron sometidas al tratamiento (ver fig. 3, para L. pictus). En
todas las especies, la exposicion a 100 mM de KCl en exceso
en el agua de mar por hasta 24 h, indujo a la metamorfosis,
pero fue toxica para las larvas, muriendo cerca del 100% de las
mismas (datos no mostrados). La sensibilidad al exceso de KCI
fue mayor en L. pictus que en S. franciscanus'y S. purpuratus
(ver el % de mortalidad en las figs. 2, 3 y 4). Las concentra-
ciones mas bajas de potasio siempre fueron menos efectivas
para inducir a la metamorfosis en cualquiera de las especies de
erizos de mar a pesar de la duracion de la exposicion. Para S.
purpuratus, los porcentajes de metamorfosis variaron entre
3.3%, a 0.01 mM de exceso de potasio, y 25 %, a un exceso de
10 mM, cuando las larvas se mantuvieron en la solucién por 24
h. Los porcentajes de metamorfosis para la misma especie (S.
purpuratus), tuvieron un rango de 16.6% a 29.6%, cuando las
larvas fueron expuestas por periodos de 15y 30 min, y 1,3, 6y
12 h a un exceso de K* de 10 mM. La exposicion por pulsos a
un exceso de K* de 10 mM fue maés efectiva para inducir a la
metamorfosis en S. franciscanus que en S. purpuratus. Perio-
dos de exposicion de larvas competentes de S. franciscanus de
0.5 a 12 h fueron suficientes para inducir la metamorfosis hasta
en un 56%. Sin embargo, los porcentajes de metamorfosis
nunca fueron tan altos como los obtenidos con pulsos cortos de
exceso de K* de 100 mM. Las exposiciones en pulsos de 15
min a 1 h, con un exceso de K" de 100 mM, fueron las mas
efectivas para inducir la metamorfosis, con menores niveles de
mortalidad, para las tres especies.

La exposicion de larvas competentes de S. franciscanus a
excesos de 100 mM de KCI por tan solo 30 min fue suficiente
para inducir la metamorfosis en el 98% de las larvas (fig. 2).
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Figure 2. Metamorphosis of S. franciscanus exposed to excess K* (100 mM) for 0.5 to 12 h in sterilized seawater (SW). Bars indicate
mean percentages of metamorphosis and mortality +1standard error (SE) (n = 3 replicas/treatment), evaluated 24 h after initial exposure
to excess KC1. Diat = Diatom film of Navicula inserta inoculated 48 h before adding the larvae.

Figura 2. Metamorfosis de S. franciscanus expuesto a exceso de K* (100 mM) por 0.5 a 12 h en agua de mar esterilizada (SW). Las barras
indican los porcentajes medios de metamorfosis y mortalidad * 1 desviacion estandar (DE) (n =3 replicas/tratamiento), evaluadas 24 horas
despues de estar expuestas al exceso de KCl. Diat = Pelicula de la diatomea Navicula inserta inoculada 48 horas antes de afiadir las larvas.

to a biofilm of the benthic diatom Navicula inserta experienced
metamorphosis only in low percentages (3.0%).

Exposure of competent larvae of S. purpuratus to 100 mM
excess K" in seawater for as few as 15 min was enough to
induce 100% metamorphosis. Percentages of metamorphosis
with the pulse-period tested were significantly different from
those obtained with SW (Student-Newman-Keuls, P <0.05).
In contrast to S. franciscanus, when S. purpuratus competent
larvae were exposed to different lengths of exposure to 100
mM excess K, 100% metamorphosed in all the treatments
tested. However, in the 6-h exposure treatment, mortality was
near 60% after 24 h. Twelve hours of exposure to the same
concentration of excess K* killed all the metamorphosed
postlarvae evaluated 24 h after initial exposure to excess K*
and 12 h after changing the solution to fresh SW (fig. 3). The
treatments in which the larvae were kept in SW and those
exposed to biofilm of N. inserta showed low metamorphosis
percentages. With the biofilm of the benthic diatom, the high-
est percentages of metamorhposis were only 12%.

The response of Lytechinus pictus to excess K* in seawater
was similar to that of S. fransciscanus and S. purpuratus. Per-
centages of metamorphosis as high as 83% were observed for a
30-min pulse exposure to 100 mM excess K* (fig. 4). Percent-
ages of metamorphosis with any pulse-period tested were sig-
nificantly different from those obtained with sterilized water
(Tukey, P < 0.02) and a bacterial film from an exterior
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Los porcentajes de metamorfosis con este pulso y periodo fue-
ron significativamente diferentes a aquellos obtenidos con SW
(Student-Newman-Keuls, P < 0.05). Estos elevados niveles de
metamorfosis fueron observados en tratamientos donde las lar-
vas fueron expuestas por 1y 3 h al KCI. El porcentaje de meta-
morfosis disminuy6 en casi un 74% en los tratamientos donde
las larvas fueron expuestas a 100 mM de KCl por 6 y 12 h (fig.
2). La mortalidad también fue proporcional al periodo de expo-
sicion al exceso de K* en el agua de mar (fig. 2). En los trata-
mientos en los que las larvas estuvieron expuestas por mas de
12 h a un excedente de K* de 100 mM se observd un dramatico
incremento en la mortalidad, particularmente a 48 h después
del inicio de la exposicion. Las larvas mantenidas en SW per-
manecieron nadando hasta el final del experimento y las
expuestas a una biopelicula de la diatomea bentoénica Navicula
inserta, s6lo mostraron bajos niveles de metamorfosis (3.0%).
La exposicion de las larvas competentes de S. purpuratus a
un exceso de K en agua de mar de 100 mM por tan solo 15
min fue suficiente para inducir la metamorfosis en un 100%.
Los porcentajes de metamorfosis con el periodo y pulso proba-
dos fueron significativamente diferentes a los obtenidos con
SW (Student-Newman-Keuls, P < 0.05). En contraste a S.
franciscanus, cuando las larvas competentes de S. purpuratus
fueron expuestas a diferentes tiempos de exposicion a una con-
centracion de 100 mM de K*, el 100% de las mismas se meta-
morfizé en todos los tratamientos evaluados. Sin embargo, en
el tratamiento de 6 h de exposicion, la mortalidad fue cercana
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Figure 3. Metamorphosis of S. purpuratus exposed to excess K* (100 mM) for 0.25 to 12 h in SW. Bars indicate mean percentages of
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Figura 3. Metamorfosis de S. purpuratus expuesto a un exceso de K* (100 mM) por 0.25 a 12 h en SW. Las barras indican los porcentajes
medios de metamorfosis y mortalidad + 1 DE (n = 3 replicas/tratamiento), evaluadas 24 horas después de estar expuestas al exceso de
KCIL. Diat = Pelicula de N. inserta inoculada 48 horas antes de afiadir las larvas.
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Figura 4. Metamorfosis de Lyftechinus pictus expuesto a un exceso de K* (100 mM) por 0.25 a 12 h en SW. Las barras indican lo:
porcentajes medios de metamorfosis y mortalidad = 1 DE (n = 3 replicas/tratamiento), evaluadas 24 horas después de estar expuestas a
exceso de KCl. BioA = substrato cubierto con biopelicula del banco de adultos del laboratorio. Bio = substrato cubierto con un:

biopelicula marina. SW = Agua de mar esterilizada.
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seawater tank (Tukey, P <0.001) However, mortality was also
proportional to the length of exposure. Mortality increased
drastically after one hour of exposure to excess K* and near
100% of the larvae died in the treatments where they remained
for 6 h or longer (fig. 4). Bacterial biofilms from running sea-
water tanks and adult bed sand kept in the laboratory, did not
induce high metamorphosis percentages and were significantly
lower than those observed with excess K*.

Discussion

Data provided herein on induction of metamorphosis with
excess K* showed that the three species of sea urchins tested, S.
fransciscanus, S. purpuratus and Lytechinus pictus, are
induced to metamorphose by the presence of excess K*. The
response was dependent on the concentration and duration of
exposure. Continuous exposure to 100 mM excess K* induced
100% metamorphosis in the three species of sea urchins tested,
but more than 90% of the metamorphosing larvae died after 24
h of continuous exposure to the solution. Apparently, although
excess K* is an effective inducer for the three species tested, it
becomes toxic to the larvae during prolonged exposure. Per-
centages of metamorphosis in the presence of excess potassium
were always higher than those obtained in the presence of the
biofilm of the benthic diatom N. inserta. The lack of response
to the diatom biofilm may be due to the short period of time
allowed to the diatom to develop a film with the appropriate
bacteria associated on the well. It is well known that larvae of
sea urchins are induced to metamorphose in the presence of
microbial films aged for as high as 75 days (Pearce and
Scheibling, 1991).

The results of the present study expand the list of echino-
derm species that are induced to metamorphose by the cation
K* (Cameron et al., 1989; Pearce and Scheibling, 1994; Wang,
1998) and confirm previous results on S. purpuratus by
Rowley (1989). In contrast with this author, in the present
study maximum responses in S. purpuratus were obtained with
15-min exposure to 100 mM excess potassium.

Pulse exposure to excess K™ concentrations were highly
effective to trigger metamorphosis with low mortality after 24-
h exposure periods. Fifteen to 30-min exposures to 100 mM K*
were sufficient to trigger metamorphosis in the 3 species of sea
urchins tested. Syncronous induction of metamorphosis using
potassium, allow us to produce massive amounts of early juve-
niles at once. With other methods tested (like diatom biofilms),
larvae undergo metamorphosis at different intervals and it is
still very unpredictable the way the diatom film will behave as
inducer. The final result of this differential response to the
inducer, is an asynchronous population of early juveniles.
Actually, the results obtained here regarding induction to meta-
morphosis in sea urchins using potassium, have been applied
for massive production of early juveniles of Loxechinus albus
in Chile, adding another sea urchin species responding to
potassium. The use of potassium highly improved the
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al 60% después de 24 h. Una exposicion de 12 horas a esta
misma concentracion de K* en exceso, mato a todas las postlar-
vas metamorfizadas, evaluadas a las 24 h de iniciado el experi-
mento y 12 h después de cambiar la solucion por SW fresca
(fig. 3). Los tratamientos en los que las larvas se mantuvieron
en SW y aquellos en los que éstas fueron expuestas a una bio-
pelicula de V. inserta mostraron bajos porcentajes de metamor-
fosis. Con la biopelicula de la diatomea béntica N. inserta, los
porcentajes mas altos de metamorfosis fueron de sélo 12%.

La respuesta de Lytechinus pictus al exceso de K* en agua
de mar fue similar a la de S. franciscanus y S. purpuratus. Se
observaron porcentajes de metamorfosis de hasta 83% para una
exposicion en pulso de 30 min con un exceso de K* de 100 mM
(fig. 4). Los porcentajes de metamorfosis con cualquier
periodo de pulso experimentado fueron significativamente
diferentes a los obtenidos con agua de mar esterilizada (Tukey,
P <0.02) y con una pelicula bacteriana de un tanque externo
con agua de mar (Tukey, P < 0.001). Sin embargo, la mortali-
dad también fue proporcional a la duracion de la exposicion.
La mortalidad se increment6 drasticamente después de una
hora de exposicion al exceso de K™y cerca del 100% de las lar-
vas murieron en los tratamientos donde éstas permanecieron
por 6 h o mas (fig. 4). Las biopeliculas bacterianas provenien-
tes de tanques con flujo de agua de mar y arena de mantos de
organismos adultos mantenidos en laboratorio no indujeron
porcentajes altos de metamorfosis y fueron significativamente
menores a los observados con exceso de K*.

Discusion

Los datos de induccién a la metamorfosis obtenidos con
exceso de K* mostraron que las tres especies de erizos de mar
estudiadas, S. franciscanus, S. purpuratus y Lytechinus pictus,
son inducidas a la metamorfosis por la presencia de un exceso
de K*. La respuesta dependi6 de la concentracion y la duracion
de la exposicion. La exposicion continua a un exceso de K* de
100 mM indujo la metamorfosis en el 100% de las tres especies
de erizos probadas, pero mas del 90% de las larvas que sufrie-
ron metamorfosis murieron después de 24 h de exposicion con-
tinua a la solucion. Aunque el exceso de K* es un inductor
efectivo para las tres especies analizadas, este se vuelve toxico
para las larvas durante exposiciones prolongadas. Los porcen-
tajes de metamorfosis en presencia de exceso de potasio siem-
pre fueron mas altos que los obtenidos en presencia de una
biopelicula de la diatomea béntica N. inserta. La falta de
respuesta a la pelicula de diatomeas puede deberse al poco
tiempo que se dio a la diatomea, en asociacion con las bacterias
apropiadas, para desarrollar una pelicula en las cajas de Petri
de depodsitos multiples. Es bien conocido que las larvas de
erizos de mar son inducidos a la metamorfosis en presencia de
peliculas microbianas formadas con hasta 75 dias de antelacion
(Pearce y Scheibling, 1991).

Los resultados del presente estudio amplian la lista de equi-
nodermos que son inducidos a la metamorfosis por el cation K*
(Cameron et al., 1989; Pearce y Scheibling, 1994; Wang,
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percentage of competent larvae of L. albus that synchronously
underwent metamorphosis (Pers. comm. Sergio Olave.
Instituto de Fomento Pesquero, Division de Acuicultura,
Chiloe, Chile).

Our results contrast with the data showed by Wendt and
Woollacott (1995) for 3 species of bryozoans, and by Pechenik
and Heyman (1987) for the gastropod Crepidula fornicata, in
which pulse exposures to excess K* (5 to 30 min to 10 mM K*
for bryozoans, and up to 5 h to 5-50 mM in C. fornicata) did
not trigger metamorphosis. Nevertheless, the different
individual responses to artificial inducers by competent larvae
belonging to different phyla may be an expectable result given
the diverse life-history strategies among marine invertebrates.
In this respect, competent larvae of the three species of sea
urchins tested seem particularly sensitive to excess K* as an
artificial inducer, triggering metamorphosis synchronously.

Apparently, the age at which the larvae attain “compe-
tency” is important when larvae respond to excess K* as meta-
morphic inducer. We notice that, apparently, older larvae with
bigger juvenile rudiment were able to complete metamorphosis
and to develop faster all the early juvenile structures including
long spines, in comparison with younger competent larvae. In
the present work, the rudiment appearance, including the pres-
ence of tube feet and pedicelaria, was the only criterion used to
recognize competency of the larvae of the different species
tested, although we did not quantify individual differences
among larvae. Excess potassium (K*) has been proposed to
induce metamorphosis by depolarization of externally
accesible excitable cells (Baloun and Morse, 1984; Yool et al.,
1986; Carpizo-Ituarte and Hadfield, 1998), presumably those
with receptors for external metamorphic inducers (Hadfield et
al., 2000). However, in most of the experiments carried out by
different authors, including the present work, whole larvae are
bathed in the seawater with high potassium concentrations, and
these ion could be acting on the entire nervous system, down-
stream from the primary chemosensory cells (Todd et al,
1991). Recent results on the effect of K* and Cs™ on nudi-
branch Phestilla sibogae by Hadfield et al. (2000) support the
hypothesis that K* is acting donwstream from the primary sen-
sory cells bearing the receptors for metamorphic inducers.
However, a simultaneous effect of the ion on primary sensory
cells and downstream, is still a possibility that needs to be clar-
ified. Although we still do not understand the mechanism by
which excess K* induces metamorphosis in any marine inverte-
brate larvae, it represents a useful tool to induce metamorpho-
sis synchronously in sea urchin species in culture conditions
and to investigate the metamorphic signal transduction
pathways and gene expression involved during echinoderm
metamorphosis.
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1998) y confirman los resultados previos obtenidos por
Rowley (1989) con S. purpuratus. En contraste con este autor.
en este estudio las respuestas maximas con S. purpuratus
fueron obtenidas con una exposicion a un exceso de potasio de
100 mM por 15 min.

La exposiciones en pulsos a concentraciones de exceso de
K*, fueron muy efectivas para estimular la metamorfosis con
bajas mortalidades después de 24 h de la exposicion. Las
exposiciones de 15 y 30 min, a un exceso de de K* de 100 mM,
fueron suficientes para iniciar la metamorfosis en las 3 espe-
cies de erizos de mar evaluadas. La induccion sincronizada a la
metamorfosis utilizando potasio, permite producir cantidades
masivas de juveniles tempranos en una sola ocasion. Con otros
métodos probados (como las peliculas de diatomeas), las larvas
llevan a cabo la metamorfosis a diferentes tiempos y todavia es
impredecible la forma en que la biopelicula de diatomeas actua
como inductor. El resultado final de esta respuesta diferenciada
al inductor es una poblacion asincronica de juveniles
tempranos. De hecho, los resultados aqui presentados pare
inducir la metamorfosis en erizos marinos utilizando potasio,
han sido usados para la producciéon masiva de juveniles tem-
pranos de Loxechinus albus en Chile, lo que afiade una especic
mas que responde al potasio. El uso del potasio elevd en gran
medida el porcentaje de larvas competentes de L. albus que
iniciaron metamorfosis de manera sincronizada (com. pers.
Sergio Olave. Instituto de Fomento Pesquero, Division de
Acuicultura, Chiloe, Chile).

Los resultados del presente estudio contrastan con los datos
mostrados por Went y Woollacott (1995) para 3 especies de
bryozoarios y por Pechenik y Heyman (1987) para el gastro-
podo Crepidula fornicata, en los que las exposiciones a pulsos
de exceso de K* (de 5 a 30 min a 10 mM de K* para los bryo-
zoarios y de hasta 5 h a 5-50 mM en C. fornicata) no indujeron
metamorfosis alguna. Sin embargo, dadas las diversas estrate-
gias en las historias de vida entre los invertebrados marinos,
cabe esperar las distintas respuestas individuales a inductores
artificiales mostradas por las larvas competentes de diferentes
fila. A este respecto, las larvas competentes de las tres especies
de erizos de mar probadas parecen particularmente sensibles al
exceso de K* como un compuesto artificial que induce a la
metamorfosis de manera sincronizada.

Aparentemente, la edad a la que la larva alcanza la “compe-
tencia” es importante cuando la larva responde a un exceso de
K* como un inductor a la metamorfosis. Notamos que, en apa-
riencia, las larvas mds viejas con mayor rudimento juvenil fue-
ron capaces de completar la metamorfosis y desarrollar mas
rapido todas las estructuras juveniles, incluyendo las espinas
largas, en comparacién con las larvas competentes mas jove-
nes. En el presente trabajo, la aparicion del rudimento, caracte-
rizado por la presencia de los pies ambulacrales y pedicelaria,
fue el Gnico criterio utilizado para reconocer la competencia de
las larvas de las distintas especies estudiadas, y no se cuantifi-
caron las diferencias individuales entre las larvas. Se ha pro-
puesto que el exceso de potasio (K*) induce a la metamorfosis
por la despolarizacion de las células excitables mas
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