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Abstract: Taxonomic microidentification and new diagnostic characters of the sea urchin 4stropyga pulvi-
nata (Diadematoida: Diadematidae). Astropyga pulvinata is a sea urchin of the family Diadematidae that have
five pairs of series of blue iridescent spots on interambulacral zones, from in vivo observation of 20 individuals
under stereo-microscope and Scanning Electron Microscope analysis identification, the pedicellariae, spicules,
and calcareous rosettes. The pedicellariae of A. pulvinata have three valves and are of three types: claviform,
present on ambulacres; tridentates present on peristome and triphyllous present all over the test except in inter-
ambulacral areas. So ophicephalous pedicellariae are not bounded with a calcareous stalk. Ten types of spicules
were observed from different soft tissues: one type from the intestine; three from the anal membrane; and six
from the peristome, two of them constitute new diagnostic characters. One of them having a bat-shaped form
and the other one with a waning crescent shape. /n vivo observations showed that the blue iridescent spots were
present on interambulacral areas as group of 35 cells bounded, and that other smaller spots were present on the

ambitus, composed by eight cells. Rev. Biol. Trop. 63 (Suppl. 2): 49-58. Epub 2015 June O1.
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Los erizos de mar son equinodermos de
la clase Echinoidea que poseen un sistema
vascular acuifero y un endoesqueleto calcareo
(testa) (Ruppert & Barnes, 1996). Presentan
pequeiias estructuras accesorias en la superficie
del cuerpo llamadas pedicelarios que s6lo estan
presentes en las estrellas de mar (asteroideos) y
erizos de mar (equinoideos), las funciones de
éstos son la proteccion y limpieza del organis-
mo (Killian & Wilt, 2008).

Astropyga pulvinata es un equinoideo
regular que se caracteriza por presentar dos
pares de series de puntos de color azul iri-
discente a lo largo de cada una de las zonas
interambulacrales. Es un miembro de la familia
Diadematidae, por lo que presenta espinas
largas, puntiagudas y armadas con espineletas.
Las espinas pueden ser bandeadas con colores

turquesa, amarillo y blanco o bien lisas de color
blanco o purpura (Mortensen, 1940; Caso,
1978). Esta especie habita sobre fondos roco-
sos, arenosos, sedimentos finos, o en arrecifes
coralinos. Se distribuye desde San Miguel del
Cabo, Baja California, México hasta Isla Lobos
de Afuera, Peri; a profundidades que van
desde 0 a los 95 m (Caso, 1990; Solis-Marin
et al., 2013).

Los trabajos taxondémicos existentes de A.
pulvinata son Unicamente los bosquejos de las
espiculas y pedicelarios realizados por Morten-
sen (1940) y las fotografias de los organismos
de Caso (1978, 1990). El trabajo ecoldgico
mas reciente es el de Alvarado (2008), el cual
consiste en un monitoreo en las costas de
Costa Rica, donde se establece que esta espe-
cie tiene un comportamiento estacional, con
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una migracion a aguas superficiales durante
la época de afloramiento. En vista de que son
escasos los estudios sobre esta especie y que la
identificacion taxonémica de los equinoideos
se realiza a partir de caracteres evidentes como
son: la forma de la testa, longitud y color de
las espinas, la posicion de la linterna de Aris-
toteles, entre otros (Kroh & Smith, 2010), en
la presente investigacion se emplearon las
microestructuras como pedicelarios y espiculas
presentes en A. pulvinata con el fin de corrobo-
rar la identificacion de esta especie y actualizar
los bosquejos de Mortensen (1940) con ima-
genes de Microscopio Electronico de Barrido.

MATERIALES Y METODOS

Mantenimiento de los organismos: Se
obtuvieron 15 organismos vivos en un acua-
rio de la ciudad de la Ciudad de México, los
cuales se acondicionaron en un acuario marino
por 30 dias, con las siguientes caracteristicas:
temperatura de 28 °C, salinidad de 25 ups y
fotoperiodo de 8 h de luz. Los organismos
fueron alimentados con alga roja (Sea Veggies
Porphyra sp.) y se les adiciond por semana un
aditivo con calcio y magnesio con una concen-
tracion de 16.6 y 3.6 mg 1! respectivamente
(Azoo AZ17235).

Analisis de organismos en vivo: Ademas
de trabajar con los organismos depositados
en la coleccidon, también se analizaron los
organismos vivos utilizando un estereoscopio
(ZEISS Stremi DV4) para observar las caracte-
risticas morfoldgicas principales de la especie
estudiada. Las caracteristicas macroscopicas
descritas por Mortensen (1940) y Caso (1978)
se utilizaron para analizar a los especimenes
de A. pulvinata depositados en la Coleccion
Nacional de Equinodermos “Dra. Maria Elena
Caso Muioz” del Instituto de Ciencias del
Mar y Limnologia (siglas de la coleccion:
ICML-UNAM).

Obtencion de espiculas y pedicelarios:
Las espiculas y los pedicelarios se obtuvieron
de diferentes regiones de la testa, membrana

bucal, peristoma y de 6rganos internos (intes-
tino, esdfago y gonadas). Para la obtencion de
estas microestructuras se empled la metodolo-
gia propuesta por Solis-Marin et al., (2009), en
la cual los tejidos se colocan en un tubo Eppen-
dorf de 1.5 ml, se les adiciona hipoclorito de
sodio, se deja reposar 10 min y se centrifuga a
1000 rpm durante 10 min.

Para determinar cual era el mejor trata-
miento para la remocion de la materia organica
para obtener las microestructuras, se hicieron
diluciones de cloro comercial con agua en la
siguiente proporcion 1:0, 1:1 y 1:2; y también
se empled una solucion de perdxido de hidro-
geno al 20% (Sigma) sugerida por Coppard y
Campbell (2006).

Una vez removida la materia organica se
realizaron una serie de lavados con agua desti-
lada, filtrada y desionizada por intervalos de 10
min centrifugados a 1 000 rpm. En cada lavado
el sobrenadante se removi6 con una pipeta Pas-
teur (este paso se realizo dos veces).

Tratamiento de espiculas y pedicelarios
para el Microscopio Electronico de Barrido:
Una vez obtenidas las espiculas y los pedicela-
rios estos se sometieron a una serie de lavados
con etanol en el siguiente gradiente: 70, 80, 90
y 100 %. En cada lavado el tubo se centrifugo
a 1000 rpm por 10 min y el sobrenadante se
elimindé con una pipeta Pasteur. Después del
ultimo lavado, las muestras se sometieron a
secado por medio de punto critico (T=31°Cy
P =72.9 bar) en el Laboratorio de Microcopia
Electronica del Instituto de Biologia, UNAM.
Las muestras fueron colocadas sobre una eti-
queta de carbon previamente adherida a un
porta-muestras metalico, para posteriormente
ser recubiertas con una capa de oro y de esa
manera obtener las imagenes en el Microscopio
Electronico de Barrido (MEB) (Solis-Marin et
al., 2009).

RESULTADOS

Analisis in vivo: Se midieron y revisaron
29 ejemplares de A. pulvinata depositados en
la Coleccion Nacional de Equinodermos del
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ICML, de los cuales 14 estaban preservados en
seco y 15 en alcohol. La altura maxima de la
testa en los ejemplares analizados fue de 3 cm,
con un diametro maximo de 11 cm. El ejemplar
mas pequefio revisado en este trabajo (ICML-
UNAM 4.8.8, ambitus = 8 cm) (Cuadro 1)
corresponde al registro mas profundo de la
especie hasta ahora reportado (95 m), con el
4nimo de validar taxondmicamente su identi-
dad taxonomica (dado su tamafio tan pequefio)
se corrobor6 la morfologia a partir de la com-
paracion de la forma de la base de las espinas y
forma de las espiculas del peristoma (entre éste
y ejemplares adultos de la especie) con ayuda
del MEB (Fig. 1).

En base a las medidas presentadas en cua-
dro 1, se puede determinar existe una relacion

directa entre la altura de la testa y el didmetro
del peristoma; el peristoma presenta una media
de 28.5 £ 2.1 mm vy la altura de las testas 27.7
+ 2.3 mm.

Las observaciones de los organismos in
vivo, bajo un microscopio estereoscopico, reve-
laron que los puntos iridiscentes de la zona
interamabulacral se encuentran alineados obli-
cuamente (Fig. 2 A). Se identificaron las rosetas
calcareas que conforman el disco suctor de los
podios ambulacrales las cuales presentan forma
de coronas con distintas crestas (Fig. 2 B). Se
observo que los pedicelarios estdn unidos al
pedinculo calcareo por medio de un tejido
elastico (Fig. 2 C). Cada uno de los puntos iri-
discentes esta compuesto por aproximadamente
de 35 células gigantes (aproximadamente 0.01

CUADRO 1
Medidas de los ejemplares de Astropyga pulvinata depositados en la Coleccién Nacional de Equinodermos, ICML

TABLE 1
Specimen sizes of Astropyga pulvinata records held at the Coleccion Nacional de Equinodermos, ICML

No. Catalogo Ambitus Alto Disco apical
(ICML-UNAM) (mm) (mm) (mm)
4.8.0 89 29 22
4.8.1 94 28 26
4.8.1 92 26 27
4.8.2 48 13 11
482 42 12 10
482 34 12 9
482 37 12 9
4823 61 18 13
483 57 18 13
483 58 18 14
4.83 91 30 20.5
4.83 72 26 17
484 105 33 26
4.8.4 103 35 21
4.8.4 83 22 19
4.8.6 35 11 8
4.8.7 33 13 11
4.8.7 39 11 7
4.8.8 8 1 1
4.8.9 34 10 9
4.8.9 22 8 6
4.8.10 35 12 8
4.8.10 29 11 9
4.8.11 140 36 28
4.8.12 50 16 11
48.13 88 29 17
4.8.14 110 28 25
4.8.14 103 28 23
4.8.14 79 25 17

Peristoma Ancho de linterna de Profundidad
(mm) Aristoteles (mm) (m)
29 3 12.0-21.0
30 3 ND
33 4 ND
14 2 30.09-33.436
13 2 30.09-33.436
12 2 30.09-33.436
12 1 30.09-33.436
19 1 ND
19 1 ND
18 1 ND
ND ND ND
24 3 ND
ND ND ND
31 5 ND
25 4 ND
14 1 10
11 2 3.5
11 1 3.5
4 0 95
12 1 ND
8 0.5 ND
12 1 ND
13 1 ND
35 5 ND
11 1 6
27 3 12
31 6 ND
30 6 ND
24 6 ND
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100 pm

Fig. 1. Comparacion de estructuras entre un juvenil y un adulto de Astropyga pulvinata. Lado izquierdo, ejemplar juvenil
(ICML-UNAM 4.8.8), lado derecho, ejemplar adulto. Forma de la base de las espinas primarias (superior); espiculas del
peristoma (inferior).

Fig. 1. Comparison of structures between a juvenile and an adult of Astropyga pulvinata. Left side, juvenile specimen
(ICML-UNAM 4.8.8), right side, adult specimen. Shape of the base of primary spines (up); ossicles from the peristome
(below).

Fig. 2. Astropyga pulvinata, animal vivo. A = detalle de la zona apical interambulacral mostrando la alineacion de los puntos
iridiscentes, B = peristoma, C = pedicelarios con tejido y pedunculo, y D = detalle de los puntos iridiscentes de un area
apical ambulacral; A-D escala = 0.5 mm.

Fig. 2. Astropyga pulvinata, living animal. A = detail of the apical interambulacral area showing the arrangement of the
iridescent dots, B = peristome, C = pedicelariaec showing its tissue and stalk, and D = details of the iridescent dots at one
apical ambulacral area; A-D scale bar = 0.5 mm.
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Fig. 3. Astropyga pulvinata. Pedicelarios trivalvados y
pedtnculo calcéreo (Pc).

Fig. 3. Astropyga pulvinata. Triphyllous pedicellariae and
rod-like calcareous stalk (Pc).

- 0.02 mm de diametro cada una) (Fig. 2 D) y
estan articulados a la testa por un pedinculo de
tejido; no obstante, se observaron puntos mas
pequefios sobre toda la superficie del ambitus
formados por ocho células (Fig. 2 D).

Mediante las imagenes del MEB, se obser-
v6 que los pedicelarios presentes en 4. pulvi-
nata son trivalvados (Fig. 3) y de tres tipos:
a) tridentados, que se encuentran cerca del
peristoma (Fig. 4 [Td]); b) Trifoliados, que son
los mas abundantes y pequefios, y se ubican
por toda la testa excepto en las zonas inte-
rambulacrales; y ¢) claviformes, presentes en
el ambulacro (Fig. 4 [Cv]). Los pedicelarios
tridentados y trifoliados son los Unicos que
presentan pedinculo calcéareo, y se encuentran
unidos directamente a la testa por un tejido
(Fig. 2 Cy Fig. 3 [Pc])).

En lo que respecta a las espiculas, se
encontraron 10 tipos de espiculas: seis en el
peristoma, una en el intestino y tres en la mem-
brana anal. De las espiculas presentes en el
peristoma cuatro se asemejan a los bosquejos
realizados por Mortensen (1940), mientras que
los dos tipos de espiculas restantes presentan

Fig. 4. Astropyga pulvinata. Vista interna de las valvas
de pedicelarios, 7d = tridentados, Cv = claviformes y 7f
= trifoliados.

Fig. 4. Astropyga pulvinata. Internal view of the
pedicellariae valves, 7d = tridentated, Cv = claviform and
Tf = Triphyllous.

las siguientes caracteristicas: 1) Media luna,
son estructuras porosas con forma de luna
creciente con uno de los extremos truncado
de manera angular (Fig. 5 [Ml]) y 2) Basto,
estructuras porosas que presenta un extremo
mas ancho que el otro (Fig. 5 [B]). La espicula
obtenida del intestino (Fig. 6) es similar a la
descrita por Mortensen (1940). Las espiculas
encontradas en la membrana anal (Fig. 7) pue-
den ahora sumarse a los caracteres anteriores
(ya conocidos) para la identificacion de esta
especie. También se identificaron las rosetas
calcareas que conforman el disco suctor de
los podios ambulacrales (Fig. 8B), las cua-
les presentan forma de coronas con distintas
crestas (Fig. 8A).

De los tratamientos empleados para la
obtencién de las microestructuras, el trata-
miento de cloro al 3 % fue el que dio mejor
resultados porque permitié la obtencion de los
pedicelarios claviformes, mientras que la téc-
nica con peroxido reacciond en forma violenta
con la piel de los 6rganos internos, y en los teji-
dos externos de la testa no degradaba por com-
pleto la materia organica, dafiando las espiculas
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Fig. 5. Astropyga pulvinata. Espiculas del peristoma, M/ = media luna y B = basto. Escala =200 pm.
Fig. 5. Astropyga pulvinata. Ossicles from the peristome, M/ = waning crescent shape and B = rod. Scale =200 um.

Fig. 6. Astropyga pulvinata, espicula de la pared intestinal.
Fig. 6. Astropyga pulvinata, ossicles from the intestinal
wall.

y dejando material (residuos) que ocultaban la
morfologia de las espiculas (Fig. 9).

DISCUSION

Astropyga pulvinata presenta tres de los
cuatro tipos de pedicelarios reportados en la
literatura. D’yakonov (1969) menciona que los

Fig. 7. Astropyga pulvinata, espiculas de la membrana
anal.

Fig. 7. Astropyga pulvinata, ossicles from the anal
membrane.

miembros de la familia Diadematidae carecen
de pedicelarios globiferos. Los pedicelarios
tridentados son comunes en la zona oral, estan
unidos al pedunculo por un cuello de tejido
conectivo y sus valvas son alargadas en forma
de hojas, caracteristicos de la familia Diade-
matidae (Fig. 4 [7d]) (D’yakonov, 1969); estos
responden a estimulos mecanicos para remover
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particulas u organismos parasitos. Los pedice-
larios tridentados de diadematidos presentados
por Coppard et al. (2010) son muy diferentes
a los encontrados en 4. pulvinata esto debido
quiza a que estos autores usaron otro miembro
de la familia Diadematidae (Diadema sp.), en
el trabajo antes mencionado, se puede observar
que la region distal (superior del pedicelario)
es mas alargada y armada con ornamentaciones
en el borde de la valva, mientras que en A. pul-
vinata es mas corta y solo presenta pequefios

Fig. 8. Astropyga pulvinata. A- rosetas calcareas presentes
en los podios ambulacrales. B- detalle de un podio
ambulacral, escala = 0.25 mm.

Fig. 8. Astropyga pulvinata. A- calcareous rosettes of the
tubefeet. B- detail of a tubefeet, scale = 0.25 mm.

dientecillos en el borde de la region distal
(Mortensen, 1940; Campbell, 1972; Lawrence,
1987; Coppard & Campbell, 2006).

Los pedicelarios trifoliados son los mas
pequetios de todos los pedicelarios (Fig. 4 T¥);
estan unidos a un pedtinculo con un cuello de
tejido y distribuidos por toda la testa (Camp-
bell, 1972; Lawrence, 1977; Coppard & Cam-
pbell, 2006) y las valvas son mas redondeadas;
los pedicelarios son mas parecidos a los descri-
tos por Mortensen (1940) que a los encontrados
por Coppard et al. (2010).

Los pedicelarios claviformes son una
variedad de pedicelarios oficéfalos, los cuales
carecen de pedunculo (Fig. 4 Cv) (D’yakonov,
1969; Coppard et al., 2010) y son caracteristi-
cos de los diadematidos juveniles. Los pedice-
larios claviformes identificados por Coppard et
al. (2010) no presentan ninguna similitud con
los encontrados en este trabajo y las descrip-
ciones de Mortensen (1940). Mientras que el
pedinculo calcareo encontrado en este trabajo
(Fig. 3 [Pc]) es de tipo diadematoide segun
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Fig. 9. Astropyga pulvinata. Fotografias de microscopio de barrido electronico mostrando los resultados con los distintos
tratamientos empleados en este trabajo para la obtencion de pedicelarios; rectangulo de linea cortada = dafio en la estructura;

rectangulo de linea punteada = restos en la estructura.

Fig. 9. Astropyga pulvinata. Scanning electron microscope pictures showing the results on different techniques using in this
work to obtaining pedicellariae; dashed line rectangle = damage on the microstructure; doted lined rectangle = debris on

the microstructure.

D’yakonov (1969) (Fig. 10 A[3]), el cual fue
obtenido de Strongilocentrotus purpuratus.

Es posible que método con H,0, emplea-
do por Coppard et al., (2010), no sea el mas
adecuado para la limpieza de los pedicelarios
y espiculas, debido a que no permite comparar
este tipo de estructuras con las descritas por
Mortensen (1940) y las del presente trabajo. No
obstante, esta metodologia conserva el cuello
del pedicelario (Fig. 2C), el cual estd unido al
pedunculo calcéreo (Fig. 3 [Pc]).

De las espiculas obtenidas de 4. pulvinata,
solo la del intestino (Fig. 6) y las cuatro del
peristoma (Fig. 5) se asemejan a los bosquejos
de Mortensen (1940), en los cuales las espicu-
las del intestino son de tipo triradiadas y las del
peristoma son de forma irregular (Mortensen,

1940; D’yakonov, 1969). Lawrence (1987)
también reporta espiculas del peristoma de
otras especies de equinoideos, pero éstas no
se parecen a las obtenidas en el presente tra-
bajo, ya que son cuerpos en forma de “C”
(semi-lunar) y las de A. pulvinata son porosas
y diversas (Fig. 5). Las dos espiculas restantes
del peristoma (Fig. 5 [MI] y [B]) y las de la
membrana anal (Fig. 7) no fueron reportadas
por Mortensen (1940); sin embargo, las medias
lunas presentan similitud con un bosquejo
presentado por D’yakonov (1969) obtenido en
ejemplares de Parasalenia graciosa, la cual
es nombrada como espicula en forma de “C”
caracteristica en equinoideos.

En base a los tipos de pedicelarios y espi-
culas encontradas en 4. pulvinata se puede

56 Rev. Biol. Trop. (Int. J. Trop. Biol. ISSN-0034-7744) Vol. 63 (Suppl. 2): 49-58, June 2015



Diadematoides
Cidaroides

Roseta----
calcérea
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suctora

Fig. 10. A- tipos de pedicelarios. B- podio ambulacral (Tomado de D’yakonov, 1969).
Fig. 10. A- types of pedicellariae. B- tubefeet (from D’yakonov, 1969).

corroborar la taxonomia actual propuesta por
Kroh y Smith (2010), ya que los pedicelarios
tridentados y el pedunculo son caracteristicos
de la familia Diadematidae y la espicula de
forma de media luna son caracteristicas de la
clase Echinoidea.

D’yakonov (1969) propone usar la forma
de las rosetas calcareas y la forma de sus
crestas como un caracter taxonomico para
distinguir a 4. pulvinata de sus congéneres, sin
embargo, durante el transcurso de este trabajo,
se revisaron las formas de las rosetas y las
crestas que presentan, llegando a la conclusion
de que presentan una gran variedad de formas
(Fig. 8 A), lo cual sugiere, por su amplia varia-
cion morfologica, que tal caracter merece un
estudio mas detallado, para poder ser propuesto
o descartado como un caracter taxondémico para
la identificacion de esta especie de equinoideo.
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RESUMEN

Astropyga pulvinata es un diadematido que posee
cinco pares de series de puntos iridiscentes presentes en los
interambulacros. A partir de la observacion 20 individuos
in vivo a través de un estereoscopio y el andlisis con un
Microscopio Electronico de Barrido se identificaron los
pedicelarios, las espiculas y las rosetas calcareas de los pies
ambulacrales. Los pedicelarios presentes en A. pulvinata
son trivalvados y de tres tipos: claviformes (oficéfalos)
presentes en ambulacro; tridentados distribuidos en el
peristoma; y trifoliados presentes en toda la testa excepto
en los interambulacros. Los pedicelarios claviformes son
los inicos que no estan unidos por un pedunculo calcareo
de tipo diadematoide. Se obtuvieron diez tipos de espiculas
de diversos tejidos blandos: uno del intestino; tres de la
membrana anal y seis del peristoma, dos de las cuales no
han sido descritas hasta el momento. Uno de estos nuevos
tipos de espiculas reportados posee forma de basto y otro
de media luna. De las observaciones in vivo se encontraron
puntos iridiscentes mas pequefios presentes en el ambitus
constituidos por aproximadamente ocho células.
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Palabras clave: Pedicelarios claviformes, trifoliados, tri-
dentados; espiculas; puntos iridiscentes.
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